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 1.1 Naturstoffe in der Wirkstoffentwicklung
Seit jeher greift  der Mensch auf die Natur zurück, um seine Grundbedürfnisse zu 
befriedigen; nicht  zuletzt  bei  der  Behandlung  verschiedenster  Krankheiten.  Laut 
Weltgesundheitsorganisation (WHO, World  Health  Organisation) vertrauen 65% der 
Weltbevölkerung  bei  der  allgemeinen  Gesundheitsversorgung  vor  allem  auf 
traditionelle  pflanzliche  Medizin.[1-2] Der  schmerzlindernde  und  entzündungs-
hemmende Wirkstoff Acetylsalicylsäure (1, ASS, vgl. Abbildung 1-1) ist unter seinem 
Handelsnamen  Aspirin® weltweit  bekannt  und  steht  seit  1977  auf  der  „Liste  der 
unentbehrlichen  Arzneimittel  der  WHO“.  Er  fand  seinen  Ursprung  bereits  in  der 
Antike,  als  Extrakte  von  Weidenbaumrinden  (Salicacae),  die  Salicylsäure  und 
verwandte Substanzen wie Salicin enthalten, gegen Fieber und Schmerzen aller Art 
eingesetzt  wurden.  Noch  heute  werden  Weidenbaumrindenextrakte  als  homöo-
pathisches Mittel gegen Rheuma, Neuralgien und Schwindel angewendet.[3] 
Abbildung 1-1: Strukturformeln von Acetylsalicylsäure (1) und Penicillin (2).
Doch nicht nur pflanzliche Inhaltsstoffe sind bei der Entwicklung neuer Medikamente 
interessant:  Im  Jahre  1928  entdeckte  Alexander  Fleming  in  einer  mit  dem 
Schimmelpilz  Penicillium  notatum verunreinigten  Bakterienkultur  den  Wirkstoff 
Penicillin (2) und eröffnete somit das Zeitalter der Antibiotika.  Obwohl immer mehr 
Bakterienstämme Resistenzen  gegen  verschiedene  Wirkstoffe  aufweisen,  werden 
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 1 Einleitung
Aber auch bei der Entwicklung von Wirkstoffen und Therapien für die Behandlung 
von Krebserkrankungen setzt  man auf  die  große molekulare  und mechanistische 
Vielfalt  der  Natur.  Unzählige  pflanzliche,  mikrobielle  und  marine  Naturstoffe  – 
sogenannte Sekundärstoffe – stehen hierfür Pate. David Newman und Gordon Cragg 
haben eine  Vielzahl  der  Wirkstoffe,  die  zwischen  1981  und  2008  isoliert  oder 
synthetisiert  wurden,  nach  ihrer  Herkunft  eingeteilt.  Die  Ergebnisse  dieser 
Untersuchungen  sind  in  Abbildung  1-2  zusammengefasst  und  verdeutlichen  den 
enormen Zuwachs potentieller Chemotherapeutika aus natürlichen Quellen während 
dieser Zeit.[5]
Abbildung 1-2: Einteilung der zwischen 1981 und 2008 entdeckten potentiellen Chemotherapeutika nach der 
Herkunft  (%):  N  –  unveränderter  Naturstoff,  ND –  Naturstoff-Derivat,  S  –  totalsynthetische  Verbindung (aus 
Random-Screening), S* - semisynthetische Verbindung mit Naturstoff-Pharmakophor, NM – „Naturstoff-Imitat“ mit 
ähnlichen Eigenschaften wie der Naturstoff (Mimic).[5]
Es  wird  dabei  unterschieden  zwischen  reinen  Naturstoffen  (N)  und  Naturstoff-
Derivaten (ND), semisynthetischen (S*) bzw. totalsynthetischen (S) Verbindungen, 
sowie solchen, die als „Naturstoff-Imitate“ (NM, Mimic) dienen und das Substrat des 
nachgeahmten  Naturstoffs  kompetitiv  hemmen.  Nur  etwa  37%  aller  potentiellen 
Chemotherapeutika werden totalsynthetisch hergestellt.  Der Rest,  also über 60%, 
stammt  aus  natürlichen  Quellen  oder  aus  natürlichen  Leitstrukturen,  die  dann 
chemisch  modifiziert  werden,  um  die  gewünschte  Wirkung  zu  verbessern  oder 















 1.2 Bioaktive Chinone und ihre Bedeutung für die Wirkstoffentwicklung
Das Gebiet der Naturstoffe umfasst im Allgemeinen alle organischen Verbindungen, 
die von natürlichen Quellen isoliert werden. Die pharmakologisch interessantesten 
und damit für die Wirkstoffentwicklung potentiellen Verbindungen lassen sich jedoch 
meist  nur unter bestimmten Stoffklassen finden, zu denen vor allem Terpene und 
Alkaloide  zählen,  aber  auch  Lignane,  Polyketide,  Chinone  und  Steroide.[8] In  der 
folgenden  Arbeit  wird  die  strukturell  sehr  vielseitige  und  biologisch  interessante 
Stoffklasse der Chinone näher betrachtet.
Der Begriff  „Chinon“ beschreibt eine Verbindungsklasse, die häufig in Naturstoffen 
vorkommt und vielfältige Eigenschaften aufweist. Er leitet sich von dem Namen der 
Chinasäure  (3)  ab,  einer  Zwischenstufe  im  Shikimatweg,  welche  wichtig  für  die 
Biogenese von Aromaten ist. Im Allgemeinen werden Chinone nach dem jeweiligen 
Aromaten benannt, von dem sie sich durch Oxidation ableiten. So erhält man para-
Benzochinon (4) und ortho-Benzochinon (5) aus Benzol, para-Napthochinon (6) und 
ortho-Naphthochinon (7) aus Naphthalin sowie Anthrachinon (8) aus Anthracen (vgl. 
Abbildung 1-3).[9]
Abbildung 1-3:  Strukturformeln der Chinasäure (3) sowie von  para-Benzochinon (4),  ortho-Benzochinon (5), 
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 1 Einleitung
Aufgrund des konjugierten π-Elektronensystems zeichnen sich die meisten Chinone 
durch eine intensive Färbung (meist gelb, orange, rot) aus. Chinone bilden aber nicht 
nur eine große Gruppe von natürlichen Pigmenten, sie sind zudem auch für eine 
Vielzahl  biochemischer  Prozesse  von  Bedeutung.  Die  Ubichinone  (9,  ubiquitär, 
allgegenwärtig, z.B. Coenzym Q10, n = 10) kommen beispielsweise in nahezu allen 
aeroben Organismen vor  und spielen eine bedeutende Rolle  für  den Elektronen-
transport in der mitochondrialen Atmungskette und die zelluläre Energieproduktion 
(vgl. Abbildung 1-4). 
Abbildung 1-4: Strukturformeln der Ubichinone (9) und Plastochinone (10) sowie von Phyllochinon bzw. Vitamin 
K1 (11) und Coenzym PQQ (12).
Die  eng  verwandten  Plastochinone  (10)  (z.B.  Coenzym  PQ9,  n  =  9)  sowie  das 
Phyllochinon  (11)  –  besser  bekannt  als  Vitamin  K1 –  befinden sich  in  den 
Chloroplasten  von  grünen  Pflanzen  und  werden  dort  für  den  Elektronentransport 
während der Photosynthese gebraucht. Bei dem strukturell etwas anspruchsvolleren 
Coenzym PQQ (12, pyrroloquinoline quinone) handelt es sich nicht wie bei 9-11 um 
ein  para-Chinon,  sondern  um  ein  heterozyklisches  ortho-Chinon.  Es  dient  ver-
schiedenen  Dehydrogenasen  als  Cofaktor  und  ist  weiterhin  an  verschiedenen 









  9: R1 = OMe, R2 = Me, n = 1-12















Ein großer Teil der natürlich vorkommenden Chinone zeigt zudem Antitumor-Aktivität. 
Beispielsweise wird das auch unter dem Namen Adriamycin® bekannte Anthrachinon 
Doxorubicin (13) – ein Sekundärmetabolit von Streptomyces peucetius var. caesius – 
in  Form  des  Hydrochloridsalzes  bei  der  Behandlung  verschiedenster  Krebser-
krankungen  wie  etwa  Leukämien,  Lymphomen,  Sarkomen  und  Karzinomen 
eingesetzt (vgl. Abbildung 1-5).
Abbildung  1-5:  Strukturformeln  der  aus  verschiedenen  Streptomyces-Arten  isolierten  bioaktiven  Chinone 
Doxorubicin (13), Mitomycin (14), Streptonigrin (15) sowie Geldanamycin (16).
Die zytostatische Wirkung von Doxorubicin (13) wurde erstmals 1969 durch Aurelio 
Di  Marco beschrieben,  die  genauen  Wirkmechanismen  sind  jedoch  noch  nicht 
endgültig  geklärt.  Es  ist  aber  bekannt,  dass  es  aufgrund  seines  planaren 
tetrazyklischen Systems in die DNA interkaliert, somit die Assoziation der Enzyme 
DNA-Helikase,  DNA-Topoisomerase  II  und  DNA-Polymerase  verhindert  und 
schließlich zur Störung der Replikation und zum programmierten Zelltod (Apoptose) 
führt (vgl.  2.2.1 Doxorubicin (13)  und seine Derivate). Die Interkalation wird dabei 
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Auch  aus  anderen  Streptomyces-Arten  wurden  wirksame  chinoide  Chemothera-
peutika isoliert;  einige Beispiele hierfür sind ebenfalls in Abbildung 1-5 aufgeführt: 
Mitomycin  (14)  wurde  bereits  1958  aus  Streptomyces  caespitosus  isoliert,  zeigt 
zytostatische  Wirkung  gegenüber  gram-positiven  Bakterien  und  Viren,  wird  aber 
hauptsächlich in der Krebstherapie eingesetzt. Es interkaliert wie Doxorubicin (13) in 
die  DNA,  verknüpft  diese  jedoch  kovalent  und  führt  durch  die  Verhinderung  der 
Replikation  zum  programmierten  Zelltod  (Apoptose).[13] Das  Aminochinon 
Streptonigrin  (15)  –  auch  Bruneomycin® genannt  –  wurde  ebenfalls  aus  einem 
Streptomyces-Stamm isoliert, und zwar aus Streptomyces flocculus. Es zeigt neben 
einem  breiten  Spektrum  an  biologischen  Eigenschaften  (antibakteriell,  antiviral, 
fungizid)  auch  antitumorale  Effekte.[14] Und  schließlich  soll  der  Makrozyklus 
Geldanamycin (16), ein Vertreter der Ansamycine, der erstmals aus  Streptomyces 
hygroscopicus isoliert wurde, erwähnt sein. Geldanamycin (16) bindet spezifisch an 
das Hitzeschockprotein Hsp90 und verändert so dessen Funktion. Als Folge werden 
vor allem Proteine in Krebszellen abgebaut, was wiederum zu deren Zelltod führt.[5,15] 
Ein weiterer Vertreter der bioaktiven Chinone ist das para-Benzochinon Thymochinon 
(17, vgl. Abbildung 1-2), welchem beispielsweise der Thymian (Thymus vulgaris) und 
der  Schwarzkümmel  (Nigella  sativa)  ihre  antioxidativen  und  antineoplastischen 
Eigenschaften  verdanken.  Thymochinon  (17)  hat  eine  geringe  Grundtoxizität  und 
zeigt  zudem Antitumor-Aktivität  im zellulären und Xenograft-Modell.[16-19] Außerdem 
vermindert  17 die durch Doxorubicin (13) bedingte Kardiotoxizität im  in vivo Maus-
Modell,  was dieses zu  einem potentiellen  Kandidaten  bezüglich  kombinatorischer 
Chemotherapie  macht  (vgl.  1.4  Biotransformation  und  Metabolisierung  von 
Wirkstoffen).[20-21] 













Lange  galt  auch  das  para-Naphthochinon  Lapachol  (18) –  erstmals  1882  durch 
Emanuele Paterno aus Tabebuia avellanedae (Bignoniaceae) isoliert – wegen seiner 
antineoplastischen,  schmerzlindernden,  entzündungshemmenden  sowie  anti-
tumoralen  Eigenschaften  als  potentielles  Chemotherapeutikum.  Doch  die  hohen 
Dosen,  die  für  eine  wirksame  Chemotherapie  nötig  wären,  und  die  daraus 
resultierenden starken Nebenwirkungen schmälern dessen Potential.[22-25] Zuletzt soll 
das para-Benzochinon Sorgeleon (19) vorgestellt werden. Es bildet den Großteil des 
hydrophoben  Wurzelextraktes  der  Mohrenhirse  (Sorghum bicolor)  und  wirkt  nach 
Applikation  auf  die  Wurzeln  verschiedener  Pflanzenarten  wachstumshemmend 
aufgrund der Inhibierung des Elektronentransports während der Photosynthese (vgl. 
Abbildung 1-6).[26-27]
 1.3 Wirkungsweise bioaktiver Chinone: Sauerstoffradikalproduktion
Natürliche Sekundärstoffe sind häufig wichtig für ihren Produzenten, z.B. schützen 
sie diesen vor Fraßfeinden oder sichern Vorteile bei der Konkurrenz um Nahrungs-
mittel. Die Art und Weise der Wirksamkeit zeigt wiederum ein breites Spektrum. So 
sind bioaktive Chinone u.a. in der Lage reaktive Sauerstoffradikale (ROS,  reactive 
oxygen  species) zu bilden, was oxidativen Stress für den Zielorganismus bzw. die 
Zielzelle  bedeutet.  Dies  kann  auch  für  ein  potentielles  Chemotherapeutikum 
ausgenutzt  werden.  Nahezu  alle  Chinone,  die  für  die  Behandlung  von  Krebser-
krankungen eingesetzt werden, erfahren enzymatische Reduktionen und Oxidationen 
unter  der  Bildung  von  ROS.  Für  einige  dieser  antitumoralen  Chinone  führt  die 
enzymatische Reduktion zudem zu einer Bildung von alkylierenden Metaboliten, die 
wie die reaktiven Sauerstoffradikale zu einer Schädigung von Biomolekülen (DNA, 
Proteine, Lipide) führen können.[9-10] Auch andere Effekte wie etwa die Kardiotoxizität 
oder  Hautirritationen  können  von  der  ROS-Bildung  herrühren  (vgl.  1.4  Biotrans-
formation und Metabolisierung von Wirkstoffen). Abbildung 1-7 fasst die möglichen 
Redox-Reaktionen noch einmal zusammen.
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Abbildung 1-7: Redox-Reaktionen bioaktiver Chinone: Generierung reaktiver Sauerstoffradikale (ROS) sowie 
alkylierender  Metabolite,  die  zur  Schädigung  von  Biomolekülen  (DNA,  Proteine,  Lipide)  und  somit  zum 
kontrollierten Zelltod (Apoptose) führen können.[9] 
Zum einen kann eine Ein-Elektronen-Reduktion zum entsprechenden Semichinon-
Radikalanion erfolgen, welches nun spontan Elektronen auf molekularen Sauerstoff 
übertragen  und  somit  unter  Bildung  des  Superoxidradikals  (O2●–)  zum  Chinon 
reoxidieren  kann.  Diese  Ein-Elektronen-Reaktion  wird  unter  anderem  von  der 
NADPH-Cytochrom P450-Reduktase katalysiert. Andererseits entsteht bei einem Zwei-
Elektronen-Transfer durch die NAD(P)H-Chinon-Oxidoreduktase das entsprechende 
Hydrochinon, das in Phase-II des Fremdstoffmetabolismus konjugiert und schließlich 
ausgeschieden  werden  kann (vgl.  1.4  Biotransformation  und Metabolisierung  von 
Wirkstoffen).  Die  NAD(P)H-Chinon-Oxidoreduktase  ist  in  vielen  Tumoren  über-
exprimiert und wurde lange Zeit als chemoprotektives Enzym angesehen, das die 
Entgiftung der Zelle katalysiert.  Paradoxerweise ist es auch an der Bioaktivierung 
von  Chinonen  und  folglich  der  Alkylierung  zellulärer  Nukleophile  (DNA,  Proteine) 
durch die entsprechenden Metabolite beteiligt. Das Ausscheiden des Hydrochinons 
ist jedoch nicht zwingend, denn auch bei der Zwei-Elektronen-Reduktion kann es zur 
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 1 Einleitung
Superoxidradikale  können  anschließend  zu  molekularem  Sauerstoff  und 
Wasserstoffperoxid (H2O2) dismutieren {1}. Diese Reaktion verläuft spontan oder wird 
durch die  Superoxiddismutase katalysiert.  Wasserstoffperoxid  bildet  in  Gegenwart 
von  Eisen-(II)-Ionen  über  die  klassische  Fenton-Reaktion  {2}  das  Hydroxylradikal 
OH●. Eine ähnliche Reaktion wird auch durch Chinone selbst katalysiert:
2 O2●–  +  2 H+  →  H2O2  +  O2                                           {1}
Fe(II)  +  H2O2  →  Fe(III)  +  HO–  +  OH●                                  {2}
Die gebildeten Sauerstoffradikale O2●–, H2O2 und OH● können nun mit verschiedenen 
Strukturen  der  Zelle  reagieren.  So  werden  beispielsweise  Proteine  durch  die 
Oxidation an Sulfurylgruppen oder Lipide durch die Peroxidation von ungesättigten 
Fettsäuren geschädigt.  Eine weitere Folge der  ROS-Produktion  sind Einzel-  bzw. 
Doppelstrangbrüche  der  DNA,  DNA-Protein-Vernetzung,  Depurinierung  oder 
Depyrimidinierung.[28] 
Wie bereits erwähnt, sind Chinone wie die Ubichinone (9) am Elektronentransport in 
der mitochondrialen Atmungskette beteiligt, was ebenfalls zur Bildung von ROS führt. 
Die ROS-Produktion durch diese einfachen Chinone ist jedoch limitiert durch eine 
verminderte  Chinon-Reduktion  in  intakten  Zellen.  Außerdem verfügen  diese  über 
verschiedene  Systeme  zur  Zellentgiftung.[9] So  wandelt  die  oben  genannte 
Superoxiddismutase  Superoxidradikale  zu  Wasserstoffperoxid  um.  Die  Katalase 
wiederum kann  Wasserstoffperoxid  zu  Wasser  und  Sauerstoff  umwandeln.  Einen 
weiteren  Schutz  vor  Zellschäden  durch  Wasserstoffperoxid  bietet  die  Glutathion-
peroxidase, die unter Verbrauch von Glutathion (GSH) Wasserstoffperoxid zu Wasser 
abbaut {3}. Das resultierende Disulfid (GSSG) kann anschließend durch die NADPH-
abhängige Glutathionreduktase wieder zu GSH reduziert werden {4}:
2 GSH  +  H2O2  →  GSSG  +  2 H2O                                    {3}
GSSG  +  2 NADPH  →  2 GSH  +  2 NADP+                               {4}
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Erst bei übermäßiger ROS-Produktion reichen diese Schutzmechanismen nicht mehr 
aus  und  es  kommt  zum  oxidativen  Stress  und  den  bereits  beschriebenen 
Folgeerscheinungen.
Weiterhin  gelten  Chinone  als  klassische  Michael-Akzeptoren,  die  kovalente 
Bindungen mit Nukleophilen ausbilden können (Alkylierung). So kann es auch ohne 
Bioaktivierung  durch  bestimmte  Enzyme  zu  einer  Schädigung  von  Biomolekülen 
kommen.  Beispielsweise  kann  Glutathion  unter  der  Ausbildung  eines 
entsprechenden  GS-Addukts  alkyliert  werden,  was  zu  einer  Abnahme  des  GSH-
Spiegels und im Zusammenhang mit der ROS-Produktion zu vermehrtem oxidativen 
Stress führt.[9]
 1.4 Biotransformation und Metabolisierung von Wirkstoffen
Neben den passenden pharmakologischen Effekten muss ein Wirkstoff auch andere 
Eigenschaften  aufweisen.  So  muss  eine  selektive  Aufnahme  ins  Zielgewebe 
gewährleistet sein und zudem – nach gewünschter Reaktion – wieder eine schnelle 
Entgiftung des Organismus stattfinden können. Daher  unterliegen Xenobiotika, also 
körperfremde,  meist  unpolare  Stoffe,  einer  Biotransformation,  die  zu  deren 
Eliminierung aus dem Stoffwechsel führen soll. Solche Fremdstoffe, zu denen auch 
Wirkstoffe zählen, werden hauptsächlich in der Leber metabolisiert, aber auch in den 
Nieren,  der Lunge und dem Gastrointestinaltrakt.  Der Wirkstoffmetabolismus über 
Leberenzyme wird meist  als „first  pass effect“ bezeichnet und kann den Wirkstoff 
bereits vollständig deaktivieren. Ist dies der Fall, sind höhere Dosen nötig, um den 
erwünschten therapeutischen Effekt zu erzielen.[29] 
Die Biotransformation kann in zwei Phasen unterteilt werden: Phase I umfasst alle 
Umwandlungsreaktionen zur Einführung von funktionellen Gruppen (-OH, -SH) und 
schließt Oxidations-, Reduktions- und Hydrolyse-Reaktionen ein. In Phase II werden 
kleine  endogene,  also  körpereigene  Moleküle  wie  Glucuronsäuren,  Sulfate  oder 
Aminosäuren an den Wirkstoff angelagert (Konjugatbildung,  vgl. 1.3 Wirkungsweise 
bioaktiver Chinone: Sauerstoffradikalproduktion), um diesen hydrophiler zu machen. 
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Hierbei sind vor allem die funktionellen Gruppen -OH, -SH, -COOH, -NH2  und -NR2 
beteiligt. Die resultierenden, wasserlöslichen Metabolite können nun über die Nieren 
oder die Galle ausgeschieden werden. Auch Methylierungen und Acetalisierungen 
zählen  zu  den  Reaktionen  des  Phase  II-Typs.  Hierbei  werden  keine  polaren 
Metabolite  gebildet,  vielmehr  wird  die  biologische  Aktivität  des  Wirkstoffs 
heruntergeregelt. Eine Verminderung der Wirkung kann auch durch Glutathion erzielt 
werden,  welches  stark  elektrophile  Metabolite  abfängt,  bevor  Biomoleküle  wie 
Proteine,  RNA  und  DNA  Schaden  nehmen (vgl.  1.4  Wirkungsweise  bioaktiver 
Chinone: Sauerstoffradikalproduktion).[29] 
Ein  unerwünschter  Nebeneffekt  des  Wirkstoffmetabolismus  ist  die  Bildung  von 
toxischen Metaboliten, was bei einer Chemotherapie durch die Beeinträchtigung der 
Schleimhäute  in  Mund,  Rachen  und  Verdauungstrakt  sowie  des  Nagel-  und 
Haarwachstums zu den üblichen Folgeerscheinungen wie Übelkeit, Erbrechen und 
Haarausfall führt. Das Hauptproblem für die klinische Anwendung des tetrazyklischen 
Anthrachinons  Doxorubicin  (13) stellt  jedoch  die  Kardiotoxizität  dar.  Herzmuskel-
zellen (Kardiomyozyten) leiden mehr als andere Zellen unter der Sauerstoffradikal-
produktion  durch  Doxorubicin  (13),  da  diese  nur  eine  geringe  Menge  der 
schützenden Katalase aufweisen und die Glutathionperoxidase in Gegenwart von 13 
inaktiviert  wird.  So  fehlen  gleich  zwei  Systeme  der  Zellentgiftung,  was  die 
Kardiomyozyten anfälliger für die Apoptose macht und eine Herzmuskelerkrankung 
(Kardiomyopathie)  begünstigt.  Ein  weiterer  Grund  für  die  Schwäche  der  Kardio-
myozyten gegenüber Doxorubicin (13) ist dessen Einfluss auf deren Eisenhaushalt. 
Wie bereits erwähnt, bildet sich bei einem Ein-Elektronen-Transfer das Semichinon-
Radikalanion  und  bei  dessen  Reoxidation  das  Superoxidradikal  O2●–  (vgl.  1.4 
Wirkungsweise bioaktiver  Chinone:  Sauerstoffradikalproduktion).  Beide sind in  der 
Lage,  in  den Kern  des Eisen-(III)-Speicherproteins  Ferritin  vorzudringen und dort 
Eisen in Form von Fe(II) frei zu setzen, was den Eisenhaushalt enorm beeinflusst. 
Um diese Nebenwirkungen möglichst gering zu halten, ist die kumulative Dosis von 
13 auf 550 mg / m2 Körperoberfläche limitiert, weshalb meist eine kombinatorische 
Chemotherapie mit anderen Zytostatika erfolgt.[30]
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 1.5 Resistenzmechanismen und gezielte Verabreichung von Wirkstoffen
Die klinische Anwendung vieler  Wirkstoffe  –  auch die  von Doxorubicin  (13) –  ist 
zudem aufgrund  von  Resistenzen  und  Mehrfachresistenzen  problematisch. 
Mehrfachresistenz  gegenüber  Arzneimitteln (MDR,  multidrug  resistance)  ist  ein 
Phänomen,  bei  dem  Krebszellen  nach  der  Behandlung  mit  einem  Wirkstoff 
Resistenzen gegen eine Reihe anderer  potentieller  Therapeutika zeigen,  die  sich 
jedoch  strukturell  und  funktionell  von  der  anfänglich  verabreichten  Verbindung 
unterscheiden.  Der  molekulare  Mechanismus,  der  zur  MDR  führt,  schließt  die 
Aktivierung  von  Transport-,  Detoxifikations-  und  Reparatur-Systemen  sowie  die 
Fehlregulation  von  Signaltransduktionswegen  ein.  Die  klassische  MDR  resultiert 
meist aus der Überexpression von ABC-(ATP binding cassette)-Transportproteinen 
(P-gp,  MRP-1,  BCRP),  die  eine  Reihe  von  Xenobiotika  unter  ATP-(Adenosin-
triphosphat)-Hydrolyse aus der Zelle transportieren (vgl. 3.3.2 MDR-Sensitivität).[31]
Es  gibt  zwei  Hauptstrategien,  um  die  MDR  zu  überwinden:  Erstens  durch  den 
Einsatz  von  spezifischen  MDR-Inhibitoren  zusätzlich  zum bestehenden  Wirkstoff; 
zweitens besteht die Möglichkeit, neue Wirkstoff-Derivate zu synthetisieren, die keine 
Substrate mehr für die ABC-Transporter darstellen. 
 1.6 Zielsetzung
Bei  der  Wirkstoffentwicklung  wird  häufig  von  einem Naturstoff  ausgegangen,  der 
durch gezielte chemische Funktionalisierung dermaßen verändert wird, dass sich die 
gewünschte Wirkung verbessert  oder unerwünschte Effekte verringert  werden. So 
soll  zum  einen  die  Wirkung  des  eher  geringfügig  toxischen,  jedoch  potenziellen 
Chemotherapeutikums  Thymochinon  (17)  verbessert  werden,  zum  anderen  die 
Nebenwirkungen  des  bereits  etablierten  Wirkstoffs  Doxorubicin  (13)  minimiert 
werden, ohne jedoch einen Verlust der Wirkung zu riskieren. Ziel dieser Arbeit war 
es,  mithilfe  biochemischer  Arbeitsmethoden  diejenigen  Wirkstoff-Kandidaten  zu 





 2.1.1 518A2: Melanom-Zellen
Die  humanen  Melanom-Zellen  518A2  –  maligne  Tumore  von  Melanozyten 
(Pigmentzellen der Haut)  – wurden von PD Dr.  Reinhard Paschke (Biocenter der 
Martin-Luther-Universität  Halle-Wittenberg)  bezogen.  Sie  wachsen  in  adhärenter 
Zellkultur (DMEM-Medium) mit Epithel-ähnlicher Morphologie (vgl. Abbildung 2-1).[32] 
Aufgrund der Überexpression des anti-apoptotischen Proteins Bcl-2 ist sowohl der 
mitochondriale Mechanismus der Apoptose-Auslösung als auch der Weg über die 
Aktivierung der Caspasen-8 und -3 gehemmt.[33-34] Außerdem verfügt dieser Zelltyp 
aufgrund  einer  p53-Missense-Mutation  über  ein  funktionsloses  Transkriptions-
Produkt. Da das für das Tumorsuppressorprotein p53 kodierende Gen in 50% aller 
humanen Tumoren mutiert ist, wird immer eine p53-unabhängige Apoptose-Induktion 
angestrebt.[35] Dennoch zählen die 518A2-Zellen eher zu den sensitiven Zellen; eine 
vermehrte Produktion von ABC-Transportern, die der Zellentgiftung dienen, ist nicht 
gegeben.
 2.1.2 HF: nicht-maligne Fibroblasten
Diese aus der Vorhaut eines gesunden Mannes isolierten Fibroblasten (HF - human 
foreskin)  wurden  von  Prof.  Dr.  med.  Matthias  Ocker  (Institut für  Chirurgische 
Forschung,  Philipps-Universität  Marburg)  bezogen.  Sie  wachsen  in  adhärenter 
Zellkultur  (vgl.  Abbildung  2-1,  DMEM-Medium).  Sie  wurden  zur  Überprüfung  der 
Testsubstanzen auf ihre Tumorselektivität  herangezogen: Ein antitumoraler Wirkstoff 
sollte  möglichst  selektiv  den  Tumor  bekämpfen,  ohne  jedoch  das  umliegende 
gesunde  Gewebe  zu  beeinflussen.  Der  therapeutische  Index  TI  –  genauer  der 
Quotient  aus  dem  IC50-Wert  an  den  Fibroblasten  und  dem  IC50-Wert  an  den 
Tumorzellen (idealerweise Melanomzellen) – sollte möglichst groß sein.[36-38]
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 2.1.3 HL-60: Leukämie-Zellen 
Bei  den  HL-60-Zellen  handelt  es  sich  um  Leukämie-Zellen,  die  permanent  in 
Suspensionskultur  (vgl.  Abbildung  2-1,  RPMI-Medium)  vermehrt  werden  können, 
wobei  eine Verdopplungszeit  von 36-48 h  zu  beachten ist.  Sie  wurden einer  35-
jährigen Patientin  mit  akuter  promyelozytischer  Leukämie (1976)  entnommen und 
von der Deutschen Sammlung von Mirkoorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ, 
Braunschweig) bezogen.[39-40] 
Es  sind  sogenannte  Vorläuferzellen  (Promyeloblasten),  die  sich  z.B.  nach  der 
Zugabe von Phorbolester bzw. DMSO zu Granulozyten differenzieren können.[41] Wie 
die  518A2  Melanom-Zellen  besitzen  auch  die  HL-60-Zellen  aufgrund  einer  p53-
Gendeletion kein funktionstüchtiges p53.[42]  Sie zählen verglichen mit allen anderen 
hier verwendeten Zelltypen zu den sensitivsten.
 A      B          C
Abbildung 2-1: Mikroskopische Aufnahmen der 518A2 Melanom-Zellen (A, 20×), der nicht-malignen Vorhaut-
Fibroblasten HF (B, 20×) sowie der HL-60 Leukämie-Zellen (C, 35×); Maßstabsbalken: 100 µm.
 2.1.4 HT-29: Kolonkarzinom-Zellen
Die HT-29-Zellen wurden 1964 aus dem primären Kolonkarzinom einer 44-jährigen 
Frau gewonnen. Sie wachsen adhärent in Epithel-ähnlichen Kolonien (vgl. Abbildung 
2-2, RPMI-Medium) und sind aufgrund einer Überexpression von MRP-1 und MRP-3 
mehrfach resistent gegenüber Arzneimitteln. Sie wurden ebenfalls von Prof. Dr. med. 
Matthias Ocker bezogen.[38,43] 
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Wie bei  vielen  Kolonkarzinomen  führte  auch hier  eine p53-Missense-Mutation  zu 
einem funktionslosen Transkriptions-Produkt.[44] 
Der  ausschließlich  MRP-1  überexprimierende  Subklon  HT-29COLC wurde  durch 
Zusetzen steigender Mengen an Colchicin zum Medium (62,5 nM Endkonzentration) 
über einen Zeitraum von 90 Tagen erhalten. Die Doxorubicin-resistente Variante HT-
29DOX konnte  durch  Zusetzen  von  Doxorubicin  (13,  75  nM  Endkonzentration) 
innerhalb von 30 Tagen bereitgestellt werden.[45] Zum Erhalt der Resistenzen wurden 
die Zellen in regelmäßigen Abständen mit Colchicin sowie Doxorubicin (13) in den 
entsprechenden Endkonzentrationen behandelt.
 A      B          C
Abbildung 2-2: Mikroskopische  Aufnahmen der  HT-29  Kolonkarzinom-Zellen  (A,  20×) und  ihren  resistenten 
Varianten HT-29COLC (B, 20×) und HT-29DOX (C, 20×); Maßstabsbalken: 100 µm.
 2.1.5 KB-V1: Zervixkarzinom-Zellen
Die Zervixkarzinom-Zelllinie KB-V1 ist ein mehrfach resistenter Subklon der Zelllinie 
KB-3-1 (1985 isoliert), die sich selbst von HELA-Zellen ableitet. Letztere sind Zellen 
einer  31-jährigen  Frau  (1951  isoliert),  die  das  P-Glykoprotein  (P-gp)  sowohl  auf 
mRNA- als auch auf Protein-Ebene überexprimieren.[46-47] Die KB-V1-Zellen wachsen 
teilweise  in  loser  Form,  teilweise  als  adhärente  Monolayer  (vgl.  Abbildung  2-3, 




Der  P-gp  überexprimierende  Subklon  KB-V1VBL sowie  die  Doxorubicin-resistente 
Variante  KB-V1DOX  wurde  durch  Zusetzen  steigender  Mengen  an  Vinblastin  bzw. 
Doxorubicin (13) zum Medium (340 nM bzw. 200 nM Endkonzentration) über einen 
Zeitraum von 90 Tagen erhalten.[48-49] Zum Bewahren der Resistenzen wurden die 
Zellen  in  regelmäßigen  Abständen  mit  Vinblastin  bzw.  Doxorubicin  (13)  in  den 
entsprechenden Endkonzentrationen behandelt.
 A      B          C
Abbildung 2-3: Mikroskopische Aufnahmen der KB-V1 Zervixkarzinom-Zellen (A,  20×) und ihren resistenten 
Varianten KB-V1VBL (B, 20×) und KB-V1DOX (C, 20×); Maßstabsbalken: 100 µm.
 2.1.6 MCF-7: Mammakarzinom-Zellen
Die Brustkrebs-Zelllinie MCF-7 wurde 1970 aus dem Pleuraerguss einer 69-jährigen 
Frau mit metastasiertem Mammakarzinom nach einer Radio- und Hormontherapie 
etabliert.[50] Die Zellen sind positiv für den cytoplasmatischen Estrogen-Rezeptor und 
neigen  dazu,  in  adhärenten  Kolonien  zu  wachsen  (vgl.  Abbildung  2-4,  EMEM-
Medium). Sie wurde ebenfalls von Prof. Dr. Günther Bernhardt bezogen.[48]
Der BCRP überexprimierende Subklon MCF-7TOPO sowie die Doxorubicin-resistente 
Variante MCF-7DOX wurde durch Zusetzen steigender  Mengen an Topotecan bzw. 
Doxorubicin (13) zum Medium (550 nM bzw. 55 nM Endkonzentration) innerhalb von 
90  Tagen  gewonnen.[48] Zum  Beibehalten  der  Resistenzen  wurden  die  Zellen  in 
regelmäßigen Abständen mit Topotecan und Doxorubicin (13) behandelt.
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 A      B          C
Abbildung 2-4: Mikroskopische Aufnahmen der MCF-7 Mammakarzinom-Zellen (A, 20×) und ihren resistenten 
Varianten MCF-7TOPO (B, 20×) und MCF-7DOX (C, 20×); Maßstabsbalken: 100 µm.
 2.1.7 PtK2: nicht-maligne Nierenzellen
Bei den PtK2-Zellen handelt es sich um Nierenzellen einer männlichen, australischen 
Beutelratte (Kängururatte,  Potorous tridactylis).  Sie wachsen adhärent mit  Epithel-
ähnlicher  Morphologie  (DMEM-Medium)  und  eignen  sich  aufgrund  ihrer  flachen 
Struktur für fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen (vgl. Abbildung 2-5). Alle Arbeiten 
mit dieser Zelllinie erfolgten am Helmholtz-Zentrum für Infektionsforschung (HZI) in 
Braunschweig.
    A        B          
Abbildung 2-5: Mikroskopische Aufnahmen der nicht-malignen Nierenzellen PtK2 (A, B, 20×); Maßstabsbalken: 
100 µm.




Tabelle  2-1:  Zusammenfassung  aller  verwendeten  Zelllinien  nach  ihrem  Ursprung  (Spezies,  Gewebe, 





518A2 Mensch Melanom Epithel
Biocenter 
Uni HAL/WB
HF Mensch Vorhaut Fibroblasten Uniklinik ER/N
HL-60 Mensch Leukämie Promyeloblasten
DSMZ
(ACC 3)
HT-29 Mensch Kolonkarzinom Epithel
Uniklinik ER/N
(DSMZ: ACC 299)
KB-V1 Mensch Zervixkarzinom Epithel
Uni R
(DSMZ: ACC 149 )
MCF-7 Mensch Brustkarzinom Epithel
Uni R
(DSMZ: ACC 115) 




Alle  hier  aufgeführten  Testsubstanzen  mit  der  Ausnahme  des  Doxorubicins  (13), 
welches von der Ribosepharm GmbH (Gräfelfing, Deutschland) stammt, wurden von 
Frau  Dr.  Sandra  Breyer  synthetisiert.  Die  Langzeitlagerung  erfolgte  in  10  mM 
Stammlösungen  in  DMSO  bei  4°C,  die  entsprechenden  Verdünnungen  wurden 
jeweils direkt vor dem Versuch in PBS-Puffer bzw. Zellkulturmedium hergestellt. Die 
Wahl  des  Lösungsmittels  fiel  auf  DMSO,  da  es  in  jedem Verhältnis  mit  Wasser 
mischbar ist und häufig als Trägersubstanz und zum Einschleusen von Wirkstoffen 
durch die Haut eingesetzt wird. In konzentrierter Form gilt DMSO selbst als toxisch, 
weshalb darauf geachtet wurde, dass die Endkonzentration im zellbasierten Versuch 
stets unter 0,5-1% DMSO lag.
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 2.2.1 Doxorubicin (13) und seine Derivate
Wie bereits erwähnt, ist Doxorubicin (13) ein etabliertes Chemotherapeutikum, das 
bei  einer  Vielzahl  von Krebserkrankungen zum Einsatz kommt (vgl.  1.2 Bioaktive 
Chinone  und  ihre  Bedeutung  für  die  Wirkstoffentwicklung).  Seine  biologische 
Wirkung beruht hauptsächlich auf der Interkalation in die DNA, der resultierenden 
Inhibierung  der  Topoisomerase  II  und,  beim  Ausbleiben  geeigneter  Reparatur-
Systeme, auf der Auslösung des programmierten Zelltods (Apoptose).[11-12]   Wie alle 
Chinone  kann  Doxorubicin  (13)  in  Phase  I des  Fremdstoffmetabolismus zum 
Semichinon-Radikalanion  bzw.  Hydrochinon  reduziert  werden  und  reaktive 
Sauerstoffspezies  (ROS)  generieren  (vgl.  1.3  Wirkungsweise  bioaktiver  Chinone: 
Sauerstoffradikal-produktion). Sowohl die resultierenden ROS als auch alkylierende 
Metabolite  haben eine  Schädigung von Biomolekülen (DNA, Proteine,  Lipide)  zur 
Folge, was für die Zielzelle wiederum mit der Auslösung der Apoptose enden kann.[9] 
Um  sich  körperfremden  Stoffen  wieder  zu  entledigen, besitzen  die  meisten 
Krebszellen  eine  große  Anzahl  an  ABC-Transportproteinen,  was  den  klinischen 
Einsatz  vieler  Chemotherapeutika erschwert (vgl.  1.5  Resistenzmechanismen und 
gezielte Verabreichung von Wirkstoffen).[31] Da die Dosis von Doxorubicin (13) zudem 
aufgrund  von  starken  Nebenwirkungen  wie  etwa  der  Kardiotoxizität  limitiert  ist, 
werden ständig neue Derivate mit optimiertem Wirkungsspektrum synthetisiert.[51] 
Für deren Synthese stehen viele funktionelle Gruppen am Doxorubicin-Grundgerüst 
zur Verfügung, die entfernt oder derivatisiert werden können. Durch eine chemische 
Veränderung  wurde  bereits  eine  Vielzahl  von  Derivaten  mit  verbesserten 
Eigenschaften und einer Wirkungssteigerung gegenüber 13 erhalten (vgl. Abbildung 
2-6).[52] Das 4´-Tetrahydropyranyl-Doxorubicinderivat Pirarubicin (20) – auch bekannt 
unter dem Namen Theprubicin® – wird bereits seit Jahren als Chemotherapeutikum 
eingesetzt,  zeigt  jedoch  wie  13 noch  erhebliche  Nebenwirkungen.  Die  Derivate 
Docosahexaensäure-Doxorubicin-Hydrazon (21) sowie 6-Maleimidocaproyl-Doxo-
rubicin-Hydrazon (22) zeigten in verschiedenen Untersuchungen gesteigerte Tumor-
selektivität  und  Effektivität  und  befinden  sich  derzeit  in  klinischen  Studien.[52-53] 
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Auch  Konjugate  mit  monoklonalen  Antikörpern  wie  BR-96-Doxorubicin  (23)  oder 
Wirkstoffvorläufer wie HMR 1826 (24) für die unter dem Namen A.D.E.P.T bekannte 
Antibody Directed Enzyme Prodrug Therapy wurden so hergestellt und versprechen 
eine tumorselektivere und wirksamere Therapie. Interessant ist auch der Wirkstoff-
vorläufer PK 1 (25) – bestehend aus einem Acrylamid-Polymer, welches über einen 
Oligopeptid-Spacer an  13 gebunden ist.  Das Polymer  25 selbst zeigt nur geringe 
Toxizität;  im  Tumorgewebe  jedoch  wird  durch  Proteolyse  des  Peptid-Spacers 
kontinuierlich 13 freigesetzt. So liegt stets eine geringe, aber effektive Dosis an 13 im 
Zielgewebe vor.[51]  Ein ähnliches Konjugat wurde im Arbeitskreis um Prof. Dr. Axel 
Müller (Universität Bayreuth) hergestellt und durchläuft nun klinische Studien.[54]
Abbildung  2-6:  Doxorubicinderivate:  Pirarubicin  (20),  Doxorubicin-DHA-Hydrazon  (21),  Doxorubicin-(6-
















































































Für die folgende Arbeit standen unterschiedliche Doxorubicinderivate zur Verfügung, 
die  zunächst  durch  die  Einführung  von  einfachen,  gesättigten  Fettsäuren  an 
verschiedene funktionelle Gruppen des Doxorubicin-Grundkörpers erhalten wurden 
(vgl. Abbildung 2-7). Dabei handelte es sich zum einen um Ester aus der Anknüpfung 
der Fettsäuren über die primäre Alkoholfunktion an C-14. Andererseits konnten diese 
Seitenketten als Hydrazone über die Carbonylfunktion am C-13  eingeführt werden. 
Und schließlich führte die Konjugation verschiedener Fettsäuren über den Desoxy-
aminozucker zu Säureamiden.[55-58]
Abbildung 2-7: Derivatisierungsmöglichkeiten an Doxorubicin (13).
Aus eigenen Vorarbeiten an diesen Doxorubicinderivaten gingen die Hydrazone als 
die  aktivsten  der  drei  verschiedenen Derivatisierungsprodukte hervor  und wurden 
daher systematisch mithilfe von verschiedenen gesättigten und ungesättigten sowie 
unterschiedlich  langen,  ggf.  Terpen-terminierten,  Fettsäuren  synthetisiert  und 
analysiert.[59]
 2.2.1.1 Fettsäurederivate
Für  essentielle  Fettsäuren,  meist  mehrfach ungesättigte  Fettsäuren  wie  etwa  ω3- 
(z.B. α-Linolensäure oder  Docosahexaensäure, kurz DHA) und ω6-Fettsäuren (z.B. 
Linolsäure) sind schon seit längerer Zeit chemoprotektive, antikachektische – einem 
Schwächezustand  entgegenwirkende  –  und  antitumorale  Eigenschaften  bekannt, 
was diese für die Optimierung und Funktionalisierung von Wirkstoffen prädestiniert.[60] 
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Ihre antitumoralen Effekte beruhen auf der Bindung an entsprechende Rezeptoren 
auf den Tumorzellen, mit der Folge der Wachstums-Inhibierung über verschiedene 
Signaltransduktionswege. Für die ω3-Fettsäure DHA konnte bereits ein Synergismus, 
also  ein  Zusammenwirken  mit  verschiedenen  Chemotherapeutika  festgestellt 
werden.[52] 
Es  wurden  systematisch  Doxorubicin-Hydrazon-Derivate  mit  verschiedenen 
gesättigten  und  ungesättigten Fettsäuren  synthetisiert  und  anschließend  mithilfe 
biochemischer  Arbeitsmethoden charakterisiert:  Dies  waren  zum  einen  das 
Heptadecansäure-Doxorubicinhydrochlorid-Hydrazon  (26),  ein  Derivat  der 
gesättigten Margarinsäure, und zum anderen die Derivate der einfach ungesättigten 
Ölsäure (9Z)-Octadeca-9-ensäure-Doxorubicinhydrochlorid-Hydrazon (27) sowie der 
mehrfach  ungesättigten  Linolsäure  (9Z,12Z)-Octadeca-9,12-diensäure-Doxorubicin-
hydrochlorid-Hydrazon  (28) bzw.  α-Linolensäure (9Z,12Z,15Z)-Octadeca-9,12,15-
triensäure-Doxorubicinhydrochlorid-Hydrazon (29) (vgl. Abbildung 2-8). 
Abbildung  2-8:  Strukturen  der  Doxorubicin-Fettsäurederivate   Heptadecansäure-Doxorubicinhydrochlorid-
Hydrazon (26), (9Z)-Octadeca-9-ensäure-Doxorubicinhydrochlorid-Hydrazon (27), (9Z,12Z)-Octadeca-9,12-dien-
säure-Doxorubicinhydrochlorid-Hydrazon  (28) sowie  (9Z,12Z,15Z)-Octadeca-9,12,15-triensäure-Doxorubicin-
hydrochlorid-Hydrazon (29).
Da die Hydrazone die aktivsten Doxorubicinderivate darstellten, wurden die übrigen 
Derivatisierungsmöglichkeiten  nicht  systematisch  analysiert.  In  der  vorliegenden 
Arbeit  wurden  jedoch  Ester  und  Amid  der  Margarinsäure  (Heptadecansäure-
Doxorubicinhydrochlorid-Ester (30) und Doxorubicin-Heptadecansäureamid (31)) zu 






















Abbildung 2-9:   Strukturen der Doxorubicin-Fettsäurederivate  Heptadecansäure-Doxorubicinhydrochlorid-Ester 
30 und Doxorubicin-Heptasäureamid (31).
 2.2.1.2 Terpenderivate
In  früheren  Studien  der  Arbeitsgruppe  konnten  die  Membran-modulierenden 
Eigenschaften  verschiedener  Terpene  ausgenutzt  werden,  um  die  zelluläre 
Aufnahme von entsprechenden Cisplatin-Terpen-Konjugaten im Vergleich zum reinen 
Cisplatin sowohl in sensitiven als auch resistenten Zellen zu erhöhen.[61] Da die MDR-
Sensitivität von Doxorubicin (13) aufgrund der starken Anfälligkeit gegenüber ABC-
Transportproteinen zu den Hauptproblemen der klinischen Anwendung zählt, wurden 
verschiedene Terpenderivate synthetisiert, um eventuelle Kandidaten, die in der Lage 
sind, solche Resistenzen zu überwinden, zu identifizieren. Dabei handelte es sich 
ausschließlich  um  Hydrazonderivate  unterschiedlich  langer  (–)-Menthol-  und  (–)-
Borneol-terminierter  Fettsäuren:  2-[(–)-Menthoxycarbonyl]-ethansäure-Doxorubicin-
hydrochlorid-Hydrazon  (32),  5-[(–)-Menthoxycarbonyl]-pentansäure-Doxorubicin-
hydrochlorid-Hydrazon (33), 8-[(–)-Menthoxycarbonyl]-octansäure-Doxorubicinhydro-
chlorid-Hydrazon (34),   11-[(–)-Menthoxycarbonyl]-undecansäure-Doxorubicinhydro-
chlorid-Hydrazon  (35) und 11-[(–)-Bornyloxycarbonyl]-undecansäure-Doxorubicin-


























Abbildung 2-10:  Strukturen der Doxorubicin-Terpenderivate  2-[(–)-Menthoxycarbonyl]-ethansäure-Doxorubicin-
hydrochlorid-Hydrazon  (32),  5-[(–)-Menthoxycarbonyl]-pentansäure-Doxorubicinhydrochlorid-Hydrazon (33),  8-
[(–)-Menthoxycarbonyl]-octansäure-Doxorubicinhydrochlorid-Hydrazon (34),  11-[(–)-Menthoxycarbonyl]-undecan-
säure-Doxorubicinhydrochlorid-Hydrazon  (35) und  11-[(–)-Bornyloxycarbonyl]-undecansäure-Doxorubicinhydro-
chlorid-Hydrazon (36).
Da unter physiologischen Bedingungen zu geringen Teilen stets auch die Metabolite 
Doxorubicinol (37) und Doxorubicin-Aglykon (38) vorliegen, wurden diese zusätzlich 
in einigen Tests zu Vergleichszwecken herangezogen (vgl. Abbildung 2-11).[58-59]
Abbildung 2-11: Strukturen der Doxorubicin-Metabolite Doxorubicinol (37) und Doxorubicin-Aglykon (38).
 2.2.2 Thymochinon (17) und seine Derivate
Thymochinon (17)  zeigt  eine  Bandbreite  von pharmakologisch sehr  interessanten 
Effekten  und  verleiht  dem  Schwarzkümmel  (Nigella  sativa) seine  antioxidative, 
entzündungshemmende,  antineoplastische  und  blutdrucksenkende  Eigenschaft. 
Generell ist 17 wenig toxisch; gegen eine Vielzahl von Krebszellen hat sich aber eine 
geringe,  jedoch signifikante  Antitumor-Aktivität  gezeigt,  die  als  Ausgangspunkt  für 
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Wirkstoffentwicklung).  Der  genaue Wirkmechanismus  als  Chemotherapeutikum ist 
noch nicht endgültig geklärt; er beruht aber auf der Induktion von Zellzyklusarresten 
und  der  Auslösung  von  Apoptose  –  sowohl  unabhängig  als  auch  abhängig  vom 
Tumorsuppressor  p53.  Auch die  Inhibierung der  Polo-like  Kinase 1  (Plk  1)  spielt 
dabei eine wichtige Rolle.[62] 
Für  die  Synthese der  Thymochinonderivate  konnten zwei  Anknüpfungspunkte  am 
Thymochinon-Grundgerüst  genutzt  werden,  um Seitenketten  einzuführen (vgl. 
Abbildung 2-12). Einerseits stand wie beim Doxorubicin (13) die Carbonylfunktion am 
C-4 zur Verfügung, um Hydrazone zu synthetisieren; zum anderen konnten die Reste 
direkt an C-6 oder indirekt über eine dort zusätzlich eingeführte Aminofunktion (3-
Aminothymochinon,  39)  angeknüpft  werden.  Auch hier  wurden Vorarbeiten durch-
geführt, wobei die direkten Derivate am besten abschnitten und daher systematisch 
aus  verschiedenen  gesättigten  und  ungesättigten sowie  unterschiedlich  langen 
Terpen-terminierten Fettsäuren synthetisiert und analysiert wurden.
Abbildung 2-12: Derivatisierungsmöglichkeiten an Thymochinon (17) bzw. 3-Aminothymochinon (39). 
 2.2.2.1 Fettsäurederivate
Aufgrund der  bereits  bekannten Eigenschaften essentieller  Fettsäuren (vgl.  2.2.1. 
Doxorubicin  (13)  und  seine  Derivate)  und  in  Analogie  zu  den  natürlich 
vorkommenden Chinonen Vitamin K1 (11) und Sorgeleon (19) (vgl. Abbildung 1-4, 1-
6)  wurden  verschiedene  Thymochinon-Fettsäurederivate  synthetisiert  und  mithilfe 
geeigneter  biochemischer  Arbeitsmethoden  auf  ihre  biologische  Aktivität  hin 


















sättigten Fettsäuren,  die  die  größten Effekte erzielten,  ihrerseits  Bestandteile  des 
Schwarzkümmels.[62]  Bei den Fettsäurederivaten handelte es sich zunächst um das 
Hexadecansäure-Thymochinon-Hydrazon  (40) sowie  die  direkt  bzw.  indirekt 
verknüpften  Derivate   Thymochinon-Hexadecansäureamid  (41)  und  6-Hexadecyl-
Thymochinon  (42) (vgl.  Abbildung  2-13),  die  für  erste  Vorversuche  verwendet 
wurden.
Abbildung 2-13:  Strukturen der Thymochinon-Fettsäurederivate  Hexadecansäure-Thymochinon-Hydrazon (40), 
Thymochinon-Hexadecansäureamid (41) und 6-Hexadecyl-Thymochinon 42).
Da sich die direkte Anknüpfungsmethode als ideal  herausstellte,  wurden folgende 
Derivate systematisch synthetisiert,  um den Einfluss der Doppelbindungen auf die 
Wirkung zu untersuchen: 6-Heptadecyl-Thymochinon (43),  6-(8Z)-Heptadec-8-enyl-
Thymochinon  (44),  6-(8Z,11Z)-Heptadec-8,11-dienyl-Thymochinon  (45),  6-(8Z,11Z, 
18Z)-Heptadec-8,11,18-trienyl-Thymochinon (46) und 6-(3Z,6Z,9Z,12Z,15Z,18Z)-
Henicosa-3,6,9,12,15,18-hexaenyl-Thymochinon (47) (vgl. Abbildung 2-14). 
Um die Aktivität der eher inaktiven gesättigten bzw. einfach ungesättigten Derivate 43 
und  44 zu  verbessern,  wurde  eine  weitere  Serie  von  oxofunktionalisierten 
Fettsäurederivaten  synthetisiert:  6-(11-Hydroxyheptadecyl)-Thymochinon  (48),  6-
(8Z)-(11-Hydroxyhepta-dec-8-enyl)-Thymochinon (49), 6-[7-(Octyloxiran-2-yl)-heptyl]-
Thymochinon  (50) und  6-[7-{3-﴾3-(3-Ethyloxiran-2-yl)-methyl﴿-oxiran-2-yl}-methyl]-


















Abbildung  2-14:  Strukturen  der  Thymochinon-Fettsäurederivate  6-Heptadecyl-Thymochinon (43),  6-(8Z)-
Heptadec-8-enyl-Thymochinon (44),  6-(8Z,11Z)-Heptadec-8,11-dienyl-Thymochinon (45),  6-(8Z,11Z,18Z)-Hepta-
dec-8,11,18-trienyl-Thymochinon (46),  6-(3Z,6Z,9Z,12Z,15Z,18Z)-Henicosa-3,6,9,12,15,18-hexaenyl-Thymo-
chinon (47),  6-(11-Hydroxy-heptadecyl)-Thymochinon  (48),  6-(8Z)-(11-Hydroxyheptadec-8-enyl)-Thymochinon 
(49),  6-(7-(Octyloxiran-2-yl)-heptyl)-Thymochinon  (50)  und  6-[7-{3-﴾3-(3-Ethyloxiran-2-yl)-methyl﴿-oxiran-2-yl}-
methyl]-oxiran-2-yl-heptyl-Thymochinon (51).
 
In vielen Naturstoffen tauchen immer wieder Prenyl-Einheiten auf, die nicht minder 
wichtig für deren Wirkung sind. Auch das bereits vorgestellte Lapachol (18) trägt eine 
solche  Seitenkette  (vgl.  Abbildung  1-6),  was  die  Ideen  für  die  Derivate  6-(3-
Methylbut-2-enyl)-Thymochinon  (52) und  6-(2E,6E)-(3,7-Dimethylocta-2,6-dienyl)-
Thymochinon (53)  lieferte  (vgl.  Abbildung 2-15).[23,64-65]  Geraniol  zählt  eigentlich zu 
den Terpenen, dennoch gliedern sich die Derivate 52 und 53 an dieser Stelle besser 
ein, da die Seitenketten als verzweigte Alkylreste angesehen werden können und die 
Wirkung der resultierenden Derivate wiederum von der Kettenlänge abhängen kann.





































Neben Thymochinon (17), zahlreichen Fettsäuren und einigen Alkaloiden findet man 
vor  allem  zyklische  Terpene  wie  β-Elemenen  (54)  und  β-Caryophyllen  (55) im 
Schwarzkümmel-Extrakt (vgl. Abbildung 2-16).[63,66] 
Abbildung 2-16: Strukturen der im Schwarzkümmel (Nigella sativa) enthaltenen Terpene β-Elemenen (54) und 
β-Caryophyllen (55).
Solche  Terpene  zeigen  selbst  sehr  interessante  Eigenschaften  und  sind  für  die 
Wirkstoffentwicklung und -optimierung von großer Bedeutung (vgl. 2.2.1. Doxorubicin 
(13) und seine Derivate).[61] Daher wurden verschiedenste Konjugate mit zyklischen 
Mono-,  Sesqui-,  Di- und Triterpenen hergestellt  und auf ihre Antitumoraktivität  hin 
untersucht.  Die  Monoterpenderivate  lagen  ausschließlich  als Ester-Konjugate  vor 
und wurden mithilfe der kommerziell erhältlichen Terpene (–)-Menthol, (–)-Borneol, 
(+)-Fenchol und Carveol aufgebaut: 6-[3-(–)-Menthoxycarbonyl]-propyl-Thymochinon 
(56),  6-[5-(–)-Menthoxycarbonyl]-pentyl-Thymochinon  (57),  6-[8-(–)-Menthoxy-
carbonyl]-octyl-Thymochinon  (58),  6-[11-(–)-Menthoxycarbonyl]-undecyl-Thymo-
chinon (59),  6-[3-(–)-Bornyloxycarbonyl]-propyl-Thymochinon  (60),  6-[11-(–)-
Bornyloxycarbonyl]-undecyl-Thymochinon (61),  6-[3-(+)-Fenchyloxycarbonyl]-propyl-
Thymochinon (62), 6-(11-(+)-Fenchyloxycarbonyl)-undecyl-Thymochinon (63) und  6-
(3-Carveyloxycarbonyl)-propyl-Thymochinon  (64) (vgl.  Abbildung  2-17).  Für  (–)-
Menthol stand eine ganze Reihe an Derivaten mit unterschiedlich langen  Spacern 
zwischen dem Thymochinon-Kern und dem (–)-Mentholrest zur Verfügung (56,  57, 
58,  59). So konnte der Einfluss der Spacer-Länge auf die zytotoxische Wirkung der 
Terpenderivate untersucht werden. Als ideale Spacer-Länge stellte sich die kürzeste 
Variante (n= 1) heraus, weshalb alle folgenden Derivate nur noch in dieser Form 
synthetisiert wurden (vgl. Abbildung 2-18).
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Abbildung  2-17:  Strukturen  der  Thymochinon-Monoterpenderivate 6-[3-(–)-Menthoxycarbonyl]-propyl-
Thymochinon  (56),  6-[5-(–)-Menthoxycarbonyl]-pentyl-Thymochinon  (57),  6-[8-(–)-Menthoxycarbonyl]-octyl-
Thymochinon  (58),  6-[11-(–)-Menthoxycarbonyl]-undecyl-Thymochinon  (59),  6-[3-(–)-Bornyloxycarbonyl]-propyl-
Thymochinon (60), 6-[11-(–)-Bornyloxycarbonyl]-undecyl-Thymochinon (61), 6-[3-(+)-Fenchyloxycarbonyl]-propyl-
Thymochinon  (62),  6-[11-(+)-Fenchyloxycarbonyl]-undecyl-Thymochinon  (63)  und  6-(3-Carveyloxycarbonyl)-
propyl-Thymochinon (64). 
Hierbei kamen zum Teil auch nicht kommerziell erhältliche Terpene zum Einsatz: Das 
ebenfalls im Schwarzkümmel enthaltene β-Elemenen (54) bzw. β-Caryophyllen (55) 
ist beispielsweise im 6-(3-Hydroxyisocaryophyllen)-propyl-Thymochinon (65) bzw. 6-
(3-Elemenol)-propyl-Thymochinon (66)  enthalten.[63-64] Und auch andere pflanzliche 
Sekundärstoffe wurden für die Derivatisierung verwendet; so finden sich bizyklische 
Terpene wie die aus Wacholderbeeren isolierbaren Communsäuren in den Derivaten 
6-(Isodrimen-diolyl)-propyl-Thymochinon  (67) und  6-(3-Hydroxycommunsäure)-
propyl-Thymochinon  (68)  wieder.[67-69] Weiterhin  wurde  6-(3-Germacrol)-propyl-
Thymochinon  (69)  aus  Germacron,  dem  Hauptbestandteil  des  Zdravetsöls  (Paul 
Kaders GmbH, Hamburg, Deutschland), synthetisiert (vgl. Abbildung 2-18).[70] Neben 
pflanzlichen Inhaltsstoffen sind weitere Sekundärstoffe für die Wirkstoffentwicklung 
von Bedeutung. Illudin M bespielsweise kann in größeren Mengen aus dem giftigen 















n = 1, 3, 6, 9
56, 57, 58, 59











Dipl.-Biol.  Sebastian  Knauer  optimiert.  Die  antitumorale  Wirkung  dieses  Sesqui-
terpens ist allerdings nicht sehr spezifisch und richtet sich sowohl gegen Tumorzellen 
als  auch  gegen  nicht-maligne  Zellen.  Durch  geeignete  Derivatisierung  kann  die 
Selektivität jedoch gesteigert werden.[71-72] Das entsprechende Thymochinonderivat 6-
(3-Illudin-M)-propyl-Thymochinon  (70)  verspricht  einen  additiven  Effekt  der  anti-
tumoralen  Wirkung  von  Illudin  M  und  der  chemoprotektiven  Eigenschaften  von 
Thymochinon (17). 
Abbildung  2-18: Strukturen  der  Thymochinon-Terpenderivate  6-(3-Hydroxycaryophyllen)-propyl-Thymochinon 
(65),  6-(3-Elemenol)-propyl-Thymochinon  (66),  6-(Isodrimen-diolyl)-propyl-Thymochinon  (67),  6-(3-Hydroxy-
communsäure)-propyl-Thymochinon  (68), 6-(3-Germacrol)-propyl-Thymochinon  (69), 6-(3-Illudin-M)-propyl-








































Zuletzt  standen  zwei  Betulinsäurederivate  zur  Verfügung,  wobei  die  Anknüpfung 
einmal über die Säurefunktion und einmal über die Alkoholfunktion der Betulinsäure 
erfolgte: 6-(3-Betulinsäure)-propyl-Thymochinon (71) und Thymochinon-Betulinsäure-
ester (72) (vgl. Abbildung 2-18).  Die pentazyklische Triterpen-Carbonsäure Betulin-
säure  kommt  in  vielen  Pflanzenarten  vor  –  insbesondere  in  der  Rinde  von 
Plantanen-, Birken- und Ebenholzgewächsen – und dient dort als Abwehrstoff gegen 
Mikroorganismen  (Phytoalexin). Sie  zeigt  antivirale,  antiplasmodische  und 
entzündungshemmende Eigenschaften  und ist  zudem wirksam gegen eine  Reihe 
von  Krebsarten,  was  auf  einen  möglichen  synergistischen  Effekt  mit  dem 
Thymochinon (17) schließen lässt. Die zytotoxische Wirkung scheint dabei abhängig 
von der Anwesenheit der freien Säurefunktion zu sein, was auch für die Derivate (71) 
und (72) überprüft werden soll (vgl. Abbildung 2.18).[73-74]
Zur Vervollständigung und für eine bessere Vergleichbarkeit wurden die Seitenketten 
der aktivsten Derivate (47, 70 und 72) – namentlich Docosahexaensäure (73), Illudin 
M (74) und Betulinsäure (75) – ebenfalls  auf ihre Antitumoraktivität hin untersucht 
(vgl. Abbildung 2-19).
Abbildung 2-19: Strukturen von Docosahexaensäure (73), Illudin M (74) und Betulinsäure (75).
Um Aussagen über den Wirkort von Thymochinon (17) innerhalb der Zelle treffen zu 
können,  konnte  nicht  wie  bei  Doxorubicin  (13)  auf  die  intrinsische  Fluoreszenz 
zurückgegriffen  werden.[75] Daher  mussten  auch  hierfür  geeignete  Derivate 
synthetisiert  werden,  die  eine  Visualisierung  auf  Zellbasis  ermöglichen.  Die 
Markierung mit Biotin ist dabei eine gängige Methode, die eine Lokalisierung über 
das  Biotin-Streptavidin-System  ermöglicht  (vgl.  3.7.2  Thymochinonderivate: 
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pentanamid (76) gehört jedoch einer völlig neuen Verbindungsklasse an und kann 
nur  bedingt  mit  17 oder  einem seiner  Fettsäure-  bzw.  Terpenderivate  verglichen 
werden (vgl. Abbildung 2-20). Daher wurden die Thymochinonderivate 6-(3-Prop-2-
ynyl)-propyl-Thymochinon (77)  sowie  6-Dec-9-ynyl-Thymochinon (78)  synthetisiert, 
die Alkingruppen tragen und über eine in vivo „Klick-Reaktion“  – einer Variante der 
sogenannten  Huisgen-Reaktion  –  mit  Cumarinaziden  zu  stark  fluoreszierenden 
Produkten reagieren können  (vgl. Abbildung 2-20, 2-21 sowie 3.7.2 Thymochinon-
derivate: Markierung und Visualisierung).[77] 
Abbildung 2-20: Strukturen der für die Visualisierung verwendeten Derivate N-[4-(Thymochinon)-butyl]-5-(biotin)-
pentanamid (76), 6-(3-Prop-2-ynyl)-propyl-Thymochinon (77) sowie 6-Dec-9-ynyl-Thymochinon (78). 
Idealerweise sollten diese Cumarinazide selbst nicht toxisch oder fluoreszent sein 
und gut von der Zelle aufgenommen und innerhalb dieser verteilt werden, um die 
Lokalisation der Derivate 77 und 78 möglichst genau zu bestimmen. Für die in vivo 
„Klick-Reaktion“  standen  die  drei  Cumarinazide  7-Hydroxycumarinazid  (79),  6,8-
Dibromocumarinazid (80)  und 6-6,7,8-Azabicyclo-[3.3.0]-hexyl-cumarinazid (81) zur 
Verfügung (vgl. Abbildung 2-21).[77]
Abbildung 2-21: Strukturen der für die Visualisierung verwendeten Cumarinazide  7-Hydroxycumarinazid (79), 




























79                                              80                                              81
 2 Materialien
 2.3 Reagenzien, Geräte und Verbrauchsmaterialen
 2.3.1 Zellkulturmedien und Puffer
Medium für die 518A2-, HF- und KB-V1-Zellen
500 ml D-MEM (Phenolrot-haltig oder -frei)
55 ml FBS (steril filtriert)
5,5  ml  Antibiotic-Antimycotic  (Penicillium G,  Na-Salz  [10  000  units  /  ml],  Strepto-
mycin-Sulfat [10 000 µg / ml], Amphotericin B [25 µg / ml]; steril filtriert)
2,75 ml Gentamycin (steril filtriert)
Medium für die HT-29- und HL-60-Zellen
500 ml RPMI 1640 (Phenolrot-haltig oder -frei)
55 ml FBS (steril filtriert)
5,5  ml  Antibiotic-Antimycotic  (Penicillium G,  Na-Salz  [10  000  units  /  ml],  Strepto-
mycin-Sulfat [10 000 µg / ml], Amphotericin B [25 µg / ml]; steril filtriert)
2,75 ml Gentamycin (steril filtriert)
Medium für die MCF-7-Zellen
1× E-MEM (9,6 g Pulver)
2,2 g NaHCO3
110 mg Natriumpyruvat
H2OBidest ad 1000 ml, steril filtriert










8 mM Na2HPO4 x 12 H2O
1,5 mM KH2PO4













250 ml 0.5 x TBE-Puffer
5 µg / ml Ethidiumbromid
Lysis-Puffer zur Gewinnung des Zellproteins
50 mM Tris-HCl
1% Triton X-100
1× EDTA-free protease inhibitor mix
150 mM NaCl















0,5% (v / v) Tween-20




2 mM MgCl2 × 6 H2O
1,5 mM CaCl2 × 2 H2O
25 mM HEPES
10 mM Glucose, wasserfrei
H2OBidest ad 1000 ml
Ca2+-Puffer II
1 ml Ca2+-Puffer I
20 mg BSA
5 µl Pluronic F-127 (20% in DMSO)
0,8 µl Fura-1/AM (5 mM in DMSO)
Zellzyklus-Analyse-Färbelösung
40 µl Propidiumiodid-Lösung ( 250 µg / ml)
1 µl RNAse (10 mg / ml in Tris, pH 8,0)




Agarose (MW < 1000 bp) VWR
Albumin-Fraktion V (BSA) Roth
Antibiotic-Antimycotic Gibco
Anti-β-Actin Mouse mAb (2F1-1) Biolegend
Anti-Bax (Δ21) Rabbit pAb  Santa Cruz
Anti-Bcl-2 (N-19) Mouse mAb DakoCytomation
Anti-BID/tBID Mouse IgG BD Pharming
Anti-Caspase-9 (Ab-2) Mouse mAb (1-2) Calbiochem
Anti-Cytochrome c Mouse mAb (7H8.2C12) Biolegend
Anti-Golgi (FTCD) Mouse mAb Sigma
Anti-Mouse Goat IgG, H+L Chain Specific Calbiochem
Peroxidase Conjugate
Anti-Mouse Goat IgG, H+L Alexa Fluor® 488 Molecular Probes
Anti-Mouse Goat IgG, H+L Alexa Fluor® 594 Molecular Probes
Anti-Rabbit Goat IgG, H+L Chain Specific Calbiochem
Peroxidase Conjugate
Bradford-Reagenz Sigma
Betulinsäure PD Dr. Reinhard Paschke, 
Universität Halle-Wittenberg
Borsäure Roth
Caspase-Glo-Assay (Caspase-3/7, -8, -9) Promega
Caspase-8-Inhibitor Santa Cruz
Chemilumineszenz-Substrat (Roti-Lumin) Roth





DAPI-HCl (1 µg / ml) Sigma
DHA KD-Pharma, Bexbach
Digitonin Calbiochem
D-MEM, RPMI 1640 (Phenolrot-haltig oder -frei) Gibco
DMSO Fluka
DNA Loading Dye (6×) Fermentas
Doxorubicin Ribosepharma, Gräfelfing
Doxorubicin-, Thymochinderivate und Dr. Sandra Breyer, 
Cumarinazide Universität Bayreuth
DTT-Reducer (10×) C.B.S. Scientific
EDTA BDH Prolabo
EGTA Calbiochem
EDTA-free protease inhibitor mix (Cocktail Set III) Calbiochem
E-MEM Sigma
Essigsäure Roth
Ethidiumbromid-Lösung (1% in H2O) Merck
FACS-Flow, -Rinse, -Clean BD Biosciences 
FBS Gibco
Fumitremorgin C Calbiochem
Fumonisin B1 Santa Cruz
Fura-2/AM Sigma
GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder Fermentas






Hoechst 33342 (5 µg / ml) Sigma
Hs_Bax_2_SG QuantiTect Primer Assay Qiagen
Hs_Bcl2_1_SG QuantiTect Primer Assay Qiagen
Hs_Gapgh_2_SG QuantiTect Primer Assay Qiagen
Illudin M Dipl.-Biol. Sebastian Knauer,
Universität Bayreuth
In Situ Cell Death Detection Kit, Fluorescein Roche
KCl Merck
KH2PO4 Merck
LDS Sample buffer (4×) C.B.S. Scientific
L-Glutathion (GSH), reduziert Fluka
LightCycler DNA Fast Start Master SYBR Green Roche






MasterPure Complete DNA and RNA Purification Kit Epicentre Biotechnologies
MgCl2 Fluka






PD 98059 (ERK-Inhibitor) LC Laboratories
peqGOLD RNA pure PEQLAB
PKC 412 (PKC-Inhibitor, Staurosporin-Analogon) LC Laboratories
Pluronic F-127 Sigma
Prolong Antifade Gold Molecular Probes
Propidiumiodid-Lösung (250 µg /ml in H2O) Millipore 
Propofol SAFC
SB  202190 (p38-MAPK-Inhibitor) LC Laboratories
SDS Roth
SDS reducing running buffer (20×) C.B.S. Scientific
SP 600125 (JNK-Inhibitor) LC Laboratories
Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder Fermentas
Superscript II Reverse Transcriptase Invitrogen




Trypsin / EDTA-Lösung (1× HBSS) Gibco
TUNEL Enzyme Roche
Tween-20 Sigma





 2.3.3 Geräte 
-80°C Deep Freezer VX490 Juoan Thermo Scientific
2800 Frigocut-E Cryostat Reichert-Jung
Absorptions-Plattenreader, PowerWave340 BIO-TEK
Absorptions-Spektrophotometer, UV-160A UV-VIS SHIMADZU 
Autoklav, Varioklav 135 H+P
CO2-Inkubator, HERACELL 240 Heraeus
Cryo 1°C Freezing Container Nalgene
Cytomics FC500 (Software: CXP Cytometer 2.2) Beckman Coulter
FACS-Calibur (Software: CellQuest) BD Biosciences
Fluoreszenz-Mikroskop, AxioPlan / AxioCam Mrc5 Zeiss
bzw. Axiovert 135 (Software: AxioVision 3.1)
Fluoreszenz-Plattenreader, Tecan Infinite F200 TECAN
Fluoreszenz-Plattenreader, Tecan Genios Plus TECAN
Fluoreszenz-Spektrophotometer, SFM 25 KONTRON Instruments
Geldokumentation LTF Labortechnik
Geldokumentation, ImageQuant Las 4000 IR GE Healthcare
Horizontale Gelkammer, SGU-020T-02 Roth
Laborzentrifuge, Heraeus Multifuge X3 FR Heraeus
LightCycler 2.0 System (Software: Version 3.5) Roche Diagnostic
Neubauer-Zählkammer Brand
Mikroliterpipetten (100-1000 µl, 10-100 µl, 0.5-10µl) Eppendorf
Schüttler, Polymax 1040 Heidolph




Tischzentrifuge, mini spin bzw. centrifuge 5417R Eppendorf
Ultraschall- und Heizbad, SONOREX SUPER 10 P BANDELIN
Ultraturrax Janke+Kunkel IKA Labortechnik
UV-Transilluminator Vilber Lourmat
Vertikale Gelkammer, DCX-700 Dual Cool System C.B.S. Scientific
Vertikalstromwerkbank (AURA Vertical S.D.4) Nunc
Vortexer VF2 Janke+Kunkel IKA Labortechnik
 2.3.4 Verbrauchsmaterialien
4- / 6- / 24- / 96-Well-Mikrotiterplatten Greiner bio-one Cellstar, Nunc
FACS-Röhrchen BD Biosciences
Fertiggele, (denat.: Proteine, nativ: DNA) C.B.S. Scientific, Serva
Kryoröhrchen, Cryovial (2 ml, steril) Roth
Objektträger und Deckgläschen AL
Pasteurpipetten (10 cm, 20 cm, Glas) Brand
Petrischalen (10 cm, steril, PV) Sarstedt
Pipettenspitzen für Mikroliterpipetten Roth
PVDF-Transfermembran Roth
Serologische Pipetten (10 ml, 5 ml, 2 ml, steril, PV) Roth
Sterilfilter (0,45 µm, 0,22 µm, steril, PVDF) Roth
Superfrost/Plus-Objektträger Fisher Scientific
Zellkulturflaschen (175 cm², 75 cm², 25 cm²) Greiner bio-one Cellstar, Nunc





Die  Zellkultivierung  erfolgte  unter  einer  Atmosphäre  von  5%  CO2 und  95% 
Luftfeuchtigkeit bei 37°C in einem CO2-Inkubator. Alle Arbeiten mit den Zellen wurden 
unter einer sterilen  Vertikalstromwerkbank durchgeführt.  Außerdem wurden die für 
die Zellkulturarbeiten benötigten Medien stets auf 37°C vorgewärmt. 
Die adhärenten Zellen (518A2, HF, HT-29, KB-V1, MCF-7 sowie PtK2) wurden alle 3-
6 d (bei 80-90% Konfluenz) passagiert. Dazu wurde das Kulturmedium abgesaugt, 
der Zellrasen mit PBS-Puffer gewaschen und der Überstand wiederum abgesaugt. 
Nach der Zugabe einer auf 37°C vorgewärmten Trypsin-EDTA-Lösung wurden die 
Zellen 2-5 min lang (je nach Zellinie) im Inkubator behandelt. Das Ablösen der Zellen 
wurde  in  einzelnen  Fällen  durch  Klopfen  gegen  die  Zellkulturflasche  mechanisch 
beschleunigt.  Die Trypsin-Reaktion wurde durch Zusetzen von frischem Zellkultur-
medium  gestoppt.  Nach  Überführung  der  Zellsuspension  in  sterile  Zentrifugen-
röhrchen  erfolgte  eine  5-minütige  Zentrifugation  bei  150  g  und  4°C  (Heraeus 
Multifuge X3 FR). Der Überstand wurde verworfen, das Zellpellet in etwas Medium 
resuspendiert  und  die  Zellzahl  mit  Hilfe  einer  Neubauer-Zählkammer  bestimmt 
(Axiovert  135,  Achrostigmat-Objektive 10×, 20× und 32×).  Für die Subkultivierung 
wurden die Zellen mit einer Endzellkonzentration von 1·104  bis 5·104 Zellen pro 75 
cm² in  die  entsprechenden  Zellkulturflaschen  gegeben.  Bei  Bedarf  wurde  das 
verbrauchte Medium zwischen den Passagen durch frisches ersetzt.[78] 
Die Suspensionszellen (HL-60) wurden in der Regel alle 2 d mit frischem Zellkultur-
medium auf  5·105 Zellen pro ml verdünnt. Bei Bedarf, spätestens aber nach 14 d 
wurde das verbrauchte Zellkulturmedium nach einer 5-minütigen Zentrifugation bei 
150 g und 4°C (Heraeus Multifuge X3 FR) verworfen, die Zellzahl bestimmt und die 
Zellen wieder auf 5·105 Zellen pro ml verdünnt. Die maximale Zelldichte sollte einen 




Zur Kryokonservierung der Zellen wurden 1,8 ml einer 2-3·106 Zellen pro ml dichten 
Zellsuspension in einem speziellen Einfriermedium in Kryoröhrchen vorgelegt,  1 h 
auf  Eis  aufbewahrt,  anschließend  in  einen  mit  Isopropanol  gefüllten  Cryo  1°C 
Freezing-Container überführt  und  darin  für  24  h  im  -80°C-Schrank  gelagert.  Die 
Langzeitlagerung erfolgte in flüssigem Stickstoff bei -196°C. 
Zum Reaktivieren der  kryokonservierten Zellen wurden diese bei  37°C aufgetaut, 
schnell in frischem Zellkulturmedium aufgenommen und 5 min lang bei 150 g und 
4°C (Heraeus Multifuge X3 FR) zentrifugiert, um das DMSO des Einfriermediums zu 
entfernen. Anschließend wurden die Zellen in frischem Medium resuspendiert und in 
die entsprechenden Zellkulturflaschen gegeben. Nach 24 h wurde noch einmal das 
Medium gewechselt, danach erfolgte die Kultivierung wie bereits beschrieben (vgl. 
3.1 Zellkultivierung).[78]
 3.3 Bestimmung der Wirksamkeit: MTT-Test
Die  Bestimmung  der  Wirksamkeit  der  Testsubstanzen  erfolgte  mithilfe  des  MTT-
Tests.  Dabei  wird das gelbe, wasserlösliche MTT (82,  3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-
2,5-diphenyl-tetrazolium-bromid) zum  violetten,  wasserunlöslichen  Formazan  (83) 
umgesetzt, das kolorimetrisch nachgewiesen werden kann. 
Die  zelluläre  Reduktion  von  MTT  (82) erfolgt  nicht  wie  früher  angenommen 
ausschließlich  durch  die  mitochondriale  Succinat-Dehydrogenase,  sondern  hängt 
auch von der Bereitstellung der  Reduktionsäquivalente NADH und NADPH durch 
Enzyme des Endoplasmatischen Retikulums (ER) ab (vgl. Abbildung 3-1). Die Menge 
an umgesetztem MTT (82) ist also eher ein Maß für die Glykolyserate der Zelle per 
se und nicht ausschließlich für die Zellatmung.[79-81]
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Abbildung 3-1. Zelluläre Reduktion von MTT (82) zu Formazan (83) durch Enzyme des Mitochondriums sowie 
des Endoplasmatischen Retikulums (ER).
Formazan (83) absorbiert in einem Wellenlängenbereich von 550 bis 570 nm. Um 
nun eine Absorption resultierend durch Zelltrümmer von der durch 83 zu separieren, 
wurde  der  Absorptionswert  bei  630  nm  von  dem  bei  570  nm  subtrahiert.  Die 
erhaltene Differenz ist direkt proportional zu der Anzahl der vitalen Zellen und wird 
zur  Bestimmung  der  Wirksamkeit  gegen  die  logarithmisch  skalierte  Substanz-
konzentration aufgetragen (vgl. Abbildung 3-2). Die einzelnen  IC50-Werte (inhibitory 
concentration,  IC), also diejenigen Substanzkonzentrationen, bei denen die Zellzahl 
auf 50% abgesunken ist, wurden anhand der nicht-linearen Regressionsfunktion des 
4-Parameter-Hill-Modells {5} ermittelt, wobei der jeweils beste Fit der Funktion der 
Methode  der  kleinsten  Fehlerquadrate  genügte.[82-83] Sämtliche  Berechnungen 
wurden mit dem Grafikprogramm GraFit (ERITHACUS Software) durchgeführt und 
anschließend gemittelt, da zumeist drei bis sechs Einzelmessungen zugrunde lagen.
y= a
1 xc 
d b            mit:                                     {5}
y … Anzahl der vitalen Zellen [%],
x … Substanzkonzentration [µM],
a = (max · 1,05 – min · 0,95) … gewichtete Spanne von y,
b = (min · 0,95) … Hintergrund,
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Abbildung  3-2.  Bestimmung  der  Wirksamkeit:  A)  Auftragung  der  Anzahl  der  vitalen  Zellen  gegen  die 
logarithmisch  skalierte  Substanzkonzentration  und  B)  Ermittlung  des  IC50-Werts,  also  derjenigen  Substanz-
konzentration, bei der die Anzahl der vitalen Zellen halbmaximal ist, mithilfe des 4-Parameter-Hill-Models.
 3.3.1 Effektivität
Für den MTT-Test an den adhärenten Zellen (518A2, HCT-116, HT-29, KB-V1 sowie 
MCF-7)  wurden nach der Trypsinierung (vgl. 3.1 Zellkultivierung) 100  μl einer Zell-
suspension (5·104 Zellen pro ml) in jedes Well einer 96-Well-Mikrotiterplatte pipettiert. 
Von den Suspensionszellen (HL-60) wurden ebenfalls 100 µl (5·105 Zellen pro  ml) 
verwendet.  Nach  24-stündiger  Inkubation  im Brutschrank  –  um ein  Anheften  der 
adhärenten  Zellen  an  die  Oberfläche  der  Platten  sowie  eine  Verdopplung  der 
Suspensionszellen zu gewährleisten – erfolgte  die  Zugabe der  Testsubstanzen in 
verschiedenen  Konzentrationen  (100  µM bis  1  nM).  Nach  24,  48  bzw.  72  h  im 
Brutschrank wurde eine 0,5%-ige MTT-Lösung (in PBS-Puffer) zugegeben, so dass 
sich eine Endkonzentration von 0,05% (518A2, HL-60, HCT-116) bzw. 0,1% (HT-29, 
KB-V1, MCF-7) MTT ergab. Nach weiteren 2 h Inkubation wurde die Mikrotiterplatte 
für 5 min bei 150 g und 4°C (Heraeus Multifuge X3 FR) zentrifugiert, zum Entfernen 
des Überstandes invertiert und jedes Well  mit 50  μl einer Lösung aus 10% SDS in 
99,4% DMSO und 0,6% Essigsäure versetzt.  Nach einer  weiteren Inkubation der 
Mikrotiterplatte für 15 min im Brutschrank erfolgte die Messung der Absorption bei 
570  und  630  nm mit  Hilfe  des  F200-Plattenreaders  (TECAN).  Die  Differenz  der 
Absorptionen ergibt bezogen auf einen Referenzwert (DMSO) ein Maß für die Anzahl 
























 = 0,165 µM
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Eine generelle Zelllinienspezifität konnte ermittelt werden, indem die Wirkung aller 
Testsubstanzen nach der Langzeitinkubation von 72 h – also die entsprechenden 
IC50-Werte  nach dieser  Zeit  –  logarithmiert  und gemittelt  wurde und die  Wirkung 
jedes einzelnen Derivates – also jeder einzelne logarithmierte IC50-Wert – relativ zu 
dem Mittelwert graphisch dargestellt wurde. Negative Werte zeigen eine im Vergleich 
zum Mittelwert größere Wirkung des Derivates an, positive Werte dagegen eine im 
Vergleich zum Mittelwert schlechtere Wirkung.
 3.3.2 MDR-Sensitivität 
Die meisten Krebszellen besitzen eine große Anzahl an ABC-Transportproteinen, um 
sich von körperfremden Stoffen zu befreien. Daher ist die klinische Anwendung vieler 
Wirkstoffe limitiert (vgl. 1.5 Resistenzmechanismen und gezielte Verabreichung von 
Wirkstoffen).[31]  ABC-(ATP binding  cassette)-Transportproteine bestehen aus  Trans-
membrandomänen (TMD) und Nukleotidbindungsdomänen (NBD), wobei die NBDs 
verschiedene Motive der Peptidfaltung aufweisen, wonach die ABC-Transporter in 
drei Unterfamilien eingeteilt werden: ABC-B, ABC-C und ABC-G. Zu den wichtigsten 
Vertretern der Unterfamilien gehört das P-Glycoprotein (ABCB1, P-gp,  permeability  
glycoprotein), das MDR-assoziierte Protein (ABC-C1, MRP-1,  multidrug resistance-
associated protein 1) und das Brustkrebs-Resistenzprotein (ABC-G2, BCRP, breast  
cancer resistance protein). 
Die  bekannteste  Efflux-Pumpe  in  der  Zellmembran  ist  das  P-Glycoprotein,  das 
normalerweise  in  einer  Reihe  von  Organen  und  Geweben  vorkommt  und  an 
Entgiftungsprozessen beteiligt ist.  Die Amplifikation des Genes  mdr 1 in humanen 
Tumorzellen hat jedoch den Transport verschiedenster Xenobiotika aus der Zelle zur 
Folge, was letztlich zu mehrfachresistenten Krebszellen führt.[84] Humanes P-gp (170 
kDa) besteht aus 1280 Aminosäuren, die zu einem Dimer aus 6 hydrophoben TMDs 
sowie  einer  hydrophilen  NBD organisiert  sind  (vgl.  Abbildung  3-2).  Während  die 
TMDs  ausschließlich  an  der  Substraterkennung  und  -bindung  beteiligt  sind, 
geschieht der Transport des Substrates aufgrund der Bewegung der NBDs innerhalb 
der  Zellmembran.  Die  notwendige  Energie  für  diesen  Konformationswechsel  der 
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NBDs wird durch die ATP-Hydrolyse geliefert, wobei zu beachten ist, dass für einen 
vollständigen Konformationswechsel  bis zur  Ausgangssituation zwei  ATP-Moleküle 
notwendig sind.[85-87]
Abbildung 3-3: Schematische Darstellung des ABC-Transportproteins P-gp (P-Glygoprotein).
Das MDR-assoziierte Protein 1 (190 kDA) gehört zur größten Unterfamilie der ABC-
Transporter  und  weist  ähnliche  Eigenschaften  wie  P-gp  auf.  Es  besteht  aus 
insgesamt  1531  Aminosäuren,  die  zu  drei  Membrandomänen  (MSD,  membrane 
spanning  domain)  und zwei  NBDs zusammengefasst  werden.  Jede MSD besteht 
aus  mehreren  TMDs  (MSD1:  5  TMDs,  MSD2:  6  TMDs,  MSD3:  6  TMDs).  Im 
Gegensatz  zu  P-gp  ist  der  N-Terminus  extrazellulär  orientiert.  MRP-1  ist 
hauptsächlich  für  den  Transport  von  hydrophoben  Anionen  sowie  an  Glutathion, 
Glucuronsäure  oder  Sulfat  konjugierte  Verbindungen  verantwortlich  (vgl.  1.4 
Biotransformation und Metabolisierung von Wirkstoffen).[88-89] 






















Das  Brustkrebs-Resistenzprotein  (BCRP,  72  kDa,  655  Aminosäuren) besteht  im 
Gegensatz  zu  P-gp  und  MRP-1  aus  je  nur  einer  NBD  bzw.  MSD  (6  TMDs). 
Die  Orientierung  der  Domänen  ist  im  Vergleich  zu  den  anderen  Transportern 
umgekehrt  – die NBD befindet sich hier am  N-Terminus, die sechs TMDs am  C-
Terminus. BCRP wird als Halbtransporter bezeichnet, der erst bei Dimerisierung zum 
Homodimer die volle Wirkung aufweist. Eine Überexpression von BCRP ist wie beim 
P-gp und MRP-1  durch  den  vermehrten  Efflux  von  Wirkstoffen  mit  einem hohen 
Widerstand gegen eine Vielzahl von Krebsmedikamenten verbunden.[90-91] 
Abbildung 3-5: Schematische Darstellung des ABC-Transportproteins BCRP.
Um  die  Fähigkeit  der  Testsubstanzen,  MDR  zu  überwinden,  testen  zu  können, 
wurden ausgewählte Derivate an resistenten HT-29COLC-, KB-V1VBL- bzw. MCF-7TOPO-
Zellen  in  Gegenwart  geeigneter  Inhibitoren der  ABC-Transporter  mittels  MTT-Test 
untersucht:  Im Falle  der P-gp-überexprimierenden KB-V1VBL-Zellen wurden 24 µM 
Verapamil-Hydrochlorid 24 h vor der Zugabe der Testsubstanzen zugesetzt, für die 
BCRP-reichen MCF-7TOPO-Zellen wurden 1,2 µM Fumitremorgin C verwendet und bei 
den  MRP-1-überexprimierenden  HT-29COLC-Zellen  wurden 10 µM  MK571  zuge-
geben.  Die  MTT-Tests  wurden  wie  oben  beschrieben  durchgeführt  (vgl.  3.3.1 
Effektivität)  und ausgewertet  und auf die jeweiligen Ansätze ohne Inhibitorzugabe 
bezogen. Der resultierende Faktor R(+/–) – also der Quotient aus dem IC50-Wert mit 
Inhibitorzugabe sowie  dem  IC50-Wert  ohne Inhibitorzugabe  –  gibt  die  Affinität  der 
Testsubstanzen zu den jeweiligen ABC-Transportern an: Je kleiner R(+/–) dabei ist, 












Ein idealer Wirkstoff  sollte nicht von ABC-Transportern beeinflusst werden, R(+/–) 
sollte daher nahe 1 liegen.[90-93] Auch der Vergleich der elterlichen Zellvariante (HT-29, 
KB-V1, MCF-7) mit der resistent gemachten (HT-29COLC, KB-V1VBL, MCF-7TOPO)  gibt 
interessante Aufschlüsse über eine eventuelle MDR-Sensitivität. Weiterhin wurde die 
Wirkung der  Doxorubicinderivate  in  Doxorubicin-resistenten  Zellen  (HT-29DOX, KB-
V1DOX, MCF-7DOX) untersucht. 
Zudem ist die Glucuronisierung von Wirkstoffen von entscheidender Bedeutung für 
die  intrinsische  Resistenz  in  Kolonkarzinom-Zellen.  HT-29-Zellen  beispielsweise 
überexprimieren neben den ABC-Transportern MRP-1 und MRP-3 auch die  UDP-
Glucuronosyltransferasen (UGTs), die für das Glucuronisieren von Wirkstoffen und 
folglich  für  das  Ausschleusen  der  Metabolite  über  sogenannte  Glucuronid-
Transporter auch unabhängig von den bekannten ABC-Transportern verantwortlich 
sind. Um einen möglichen Einfluss der UGTs auf die Wirkung der Testsubstanzen zu 
untersuchen,  wurde  hierbei  ebenfalls  auf  Basis  des  MTT-Tests  ein  spezifischer 
Inhibitor  des  UGT-Isozyms  UGT1A9,  nämlich Propofol  (2,6-Diisopropylphenol, 
Endkonzentration 20 µM), 24 h vor der Zugabe der Testsubstanzen zugesetzt. Die 
Auswertung der Ergebnisse erfolgte wiederum über den Faktor R(+/–).[94]
 3.3.3 Selektivität
Zur Überprüfung der Testsubstanzen auf ihre Tumorselektivität wurden die Vorhaut-
Fibroblasten (HF) herangezogen. Ein antitumoraler Wirkstoff sollte möglichst selektiv 
den  Tumor  bekämpfen,  ohne  jedoch  das  umliegende  gesunde  Gewebe  zu 
beeinflussen; der therapeutischer Index TI – der Quotient aus dem IC50-Wert (72 h) 
an  den  nicht-malignen  Fibroblasten  und  dem  IC50-Wert  (72  h)  an  den  518A2 
Melanomzellen  –  sollte  also  möglichst  groß  sein  (vgl.  2.1.2  HF:  nicht-maligne 
Fibroblasten).  Hierfür  wurde  der  MTT-Test  wie  oben  beschrieben  (vgl.  3.3.1 
Effektivität)  durchgeführt  und  ausgewertet.  Zur  Berechnung  der  Tumorselektivität 
wurde die maligne Hautkrebszelllinie 518A2 ausgewählt, weil diese keine deutliche 
Resistenz  gegenüber  den  Testsubstanzen  zeigte  und  aufgrund  des  gleichen 
Gewebeursprungs gut mit den Vorhaut-Fibroblasten zu vergleichen war. 
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 3.4 Nachweis von Apoptose
Apoptose ist eine Form des programmierten Zelltods und essentieller Bestandteil bei 
der  Entwicklung  und  Erhaltung  eines  gesunden  mehrzelligen  Organismus.  Sie 
beschreibt  die  kontrollierte  Antwort  auf  verschiedenste  äußere  und  zellinterne 
Anregungen, ist verantwortlich für die Eliminierung gefährlicher bzw. nutzloser Zellen 
und  schafft  somit  ein  Gleichgewicht  zwischen  Zellvermehrung  (Proliferation)  und 
Zelltod. Störungen in diesem Gleichgewicht können jedoch zu Krebs, Autoimmun- 
oder neurodegenerativen Krankheiten führen. Bei Krebszellen beispielsweise ist das 
„Apoptose-Programm“  gestört:  Die  Tumorzellen  reagieren  nicht  auf  die  Zelltod-
Signale und teilen sich ungehindert weiter. Ein wesentlicher Grund dafür sind Fehler 
im Apoptose-Signalweg  oder  krankhafte  Veränderungen  in  Apoptose-auslösenden 
Genen.  Ein  viel  versprechendes  Therapiekonzept  stellt  der  Eingriff  in  solche 
Resistenzmechanismen  dar,  bei  dem  mithilfe  eines  Chemotherapeutikums  der 
Zelltod wieder angeschalten werden soll.[95-96] 
 3.4.1 Morphologie
Man unterscheidet die Apoptose  von der Nekrose, einer unkontrollierten Form des 
Zelltods, die zur Schädigung des Nachbargewebes führen kann. Bei  der Nekrose 
kommt es durch den Ausfall  zellulärer Ionenpumpen zum Einstrom von Ca2+- und 
Na+-Ionen mit osmotisch bedingtem Nachströmen von Wasser, zum Anschwellen der 
Zelle und schließlich zu deren Zerplatzen. Das Freisetzen von Zytoplasma in den 
Extrazellularraum führt meist zu lokalen Entzündungsreaktionen. Im Gegensatz zur 
Nekrose  durchläuft  die  Zelle  bei  der  Apoptose  ein  bestimmtes  Muster  der 
strukturellen Veränderung. Es kommt zum Schrumpfen von Zelle und Zellkern, zum 
Verlust von Zellverbindungen, zur Chromatinkondensation, DNA-Fragmentierung und 
zu einer dichten Packung von Mitochondrien und Ribosomen. Außerdem bilden sich 
durch  Ausstülpungen  von  Plasma-  und  Kernmembran  Membranbläschen,  die  die 
Zelle in mehrere membrangebundene Vesikel unterteilen (vgl. Abbildung 3-6).[95-96]
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Abbildung 3-6:  Schematische Darstellung der Apoptose bzw. Nekrose: a) Anschwellen und b) Zerplatzen der 
Zelle  während  der  Nekrose.  c)  Schrumpfen  der  Zelle  und  d)  Bildung  von  Membranbläschen  während  der 
Apoptose. e) Übergang zur sekundären Nekrose beim Ausbleiben der Phagozytose durch benachbarte Zellen 
oder Makrophagen.
 3.4.2 DNA-Fragmentierung
Ein typisches  Merkmal der Apoptose ist die DNA-Fragmentierung. Diese kann zum 
einen durch Gelelektrophorese der zellulären DNA untersucht werden, zum anderen 
aber auch immunohistochemisch durch die enzymatische in situ-Färbung der DNA-










Zum Nachweis von DNA-Fragmentierung wurde unter anderem der TUNEL-(TdT-
mediated dUTP Nick End Labelling)-Test herangezogen. Hierbei werden die während 
der  Apoptose  durch  Fragmentierung  der  DNA-Stränge  frei  werdenden  3'-OH-
Gruppen  durch  das  Enzym  TdT  (terminal  deoxynucleotidyl  transferase) mit 
Fluorescein-markierten  Nukleotiden  (dUTPs)  versehen.  Die  Detektion  der 
fluoreszierenden DNA-Fragmente erfolgte mithilfe eines Fluoreszenzmikroskops.[97] 
Im  Fall  der  adhärenten  Zellen  518A2  wurden  500  µl  einer  Zellsuspension  der 
Konzentration  1,5·105 Zellen  pro  ml  in  die  Wells einer  24-Well-Mikrotiterplatte 
ausgesät.  Nach  24  h  wurden  die  dicht  bewachsenen  Zellen  für  24  h  mit den 
entsprechenden Substanzen (5 μM Endkonzentration) inkubiert, anschließend mittels 
Trypsin-EDTA von  den  Wells abgelöst  und  mit  den  losen  Zellen  aus  dem zuvor 
abgenommen  Überstand  für  10  min  bei  400  g  (Eppendorf  mini  spin)  und  4°C 
abzentrifugiert.  Die HL-60 Suspensionskulturzellen wurden auf eine Zelldichte von 
5·106 Zellen pro  ml gebracht, ebenfalls für 24 h mit den entsprechenden Derivaten 
(500 µl, 5  μM Endkonzentration) im Brutschrank inkubiert und abzentrifugiert. Nach 
einem Waschschritt mit PBS-Puffer wurde das Zellpellet mit 2% Formalin (in PBS-
Puffer) für 7 min fixiert,  danach erneut gewaschen und abzentrifugiert.  Die Zellen 
wurden je nach Größe des Pellets in 10-30 µl PBS-Puffer resuspendiert, in Spots auf 
einen Objektträger  aufgetragen und nach dem Trocknen mit  einer  Mischung aus 
0,1%  Natriumcitrat  und  0,1%  Triton  X-100  (in  PBS-Puffer)  für  2  min  bei  4°C 
permeabilisiert.  Nach  einem  erneuten  Waschschritt  erfolgte  die  Färbung  der 
zellulären DNA mit dem  In Situ Cell Death Detection Kit nach Anleitung sowie die 
mikroskopische Analyse der Spots (Axiovert 135, Zeiss, Filterset FITC, Vergrößerung 
32×).  Die  apoptotischen,  grün  fluoreszierenden  Zellen  wurden  ausgezählt  und 
bezogen auf eine unbehandelte Kontrolle als prozentualer apoptotischer Anteil von 




Eine weitere Methode zum Nachweis von DNA-Fragmentierung ist die Auftrennung 
der  Fragmente  mittels  Gelelektrophorese.  Hierfür  wurde  die  genomische  DNA 
mithilfe des MasterPure Complete DNA Isolation Kits aus Zellen isoliert, die zuvor mit 
den entsprechenden Wirkstoffen inkubiert worden waren, und anschließend in einem 
neutralen ServaGel aufgetrennt. 
Für die adhärenten Zellen 518A2 wurden 3 ml einer Zellsuspension  (1,0·105 pro ml) 
in  die  Wells einer  6-Well-Mikrotiterplatte  ausgesät.  Nach  24  h  wurden  die  dicht 
bewachsenen Zellen  für  bis  zu 48 h mit  den entsprechenden Substanzen (5  μM 
Endkonzentration) inkubiert, anschließend mittels Trypsin-EDTA abgelöst und mit den 
losen Zellen aus dem Überstand für 10 min bei 200 g (Eppendorf mini spin) und 4°C 
abzentrifugiert. Die Suspensionszellen HL-60 (3 ml, 5·106 pro  ml) wurden ebenfalls 
bis  zu  48  h  mit  den  entsprechenden  Derivaten  inkubiert  und  anschließend 
abzentrifugiert.  Der Zellaufschluss erfolgte jeweils in 300  μl  Tissue and Cell  Lysis 
Solution – versetzt mit 1 µl Proteinase K (50 µg / µl)  – durch gründliches Schütteln 
über einen Zeitraum von 15 min bei 65°C. Nach dem Abkühlen der Proben auf 37°C 
wurde je 1 µl RNase A (5 mg / ml) hinzu pipettiert, gründlich gemischt und für weitere 
30 min bei 37°C inkubiert. Anschließend wurden die Proben auf Eis abgekühlt, mit 
150 µl MPC Protein Precipitation Reagent versetzt und für 10 s energisch geschüttelt 
(Vortexer).  Die  Abtrennung  von  Zelltrümmern  und  Proteinen  erfolgte  durch  10-
minütige Zentrifugation bei 10000 g (Eppendorf  centrifuge  5417R) und 4°C. Durch 
die Zugabe von 500 µl Isopropanol zum Überstand wurde die DNA gefällt, in einer 
folgenden 10-minütigen Zentrifugation bei 10000 g (Eppendorf centrifuge 5417R) und 
4°C pelletiert, anschließend zweimal mit 70%-igem Ethanol gewaschen und in 35 μl 
TE-Puffer  resuspendiert.  Zur  Auftragung  auf  das neutrale  ServaGel wurden  5  µl 
DNA-Loading Dye hinzu pipettiert; die Elektrophorese erfolgte für 80 min bei 80 V 
(Stromstärke und Leistung maximal). Das Gel wurde 20 min in eine Ethidiumbromid-
Färbelösung  gelegt  und  anschließend  mithilfe  eines  UV-Transilluminator 




 3.4.3 Bestimmung der Caspase-Aktivitäten
Es  sind  zwei  Hauptmechanismen  zur  Auslösung  von  Apoptose  bekannt:  ein 
Rezeptor-Ligand-gerichteter  Mechanismus  und  ein  mitochondrialer  Mechanismus. 
Beide  Wege  führen  zur  Aktivierung  von  Caspasen  (cysteinyl  aspartate  specific 
protease),  einer  Familie  von  Proteasen,  die  Cystein-Aspartat-Bindungen  als 
Substrate  erkennen und  C-terminal  vom Aspartat  spalten.  Es  gibt  für  Säugetiere 
insgesamt 14 verschiedene Caspasen, wobei die Caspasen-2, -3 sowie -6 bis -10 für 
die Apoptose relevant sind. Die Aktivierung verschiedener Initiatorcaspasen (-2, -8, 
-9, -10) endet mit der Aktivierung von Effektorcaspasen (-3, -6, -7) und durch den 
Abbau zellulärer Strukturen schließlich mit dem Zelltod (Caspase-Kaskade).[95-96,100-102] 
Der Rezeptor-Ligand-gerichtete, extrinsische Mechanismus wird durch die Bindung 
eines  Liganden  (TNF:  tumour  necrosis  factor,  FasL:  Fas  ligand)  an  einen 
entsprechenden, membranständigen Rezeptor (TNFR 1, Fas) eingeleitet und führt zu 
dessen Trimerisierung durch die Zusammenführung der intrazellulären DDs (death 
domain). Dies erlaubt die Bindung des Proteins FADD (fas-associated protein with 
death domain) und endet mit der Rekrutierung der Initiatorcaspase-8 (vgl. Abbildung 
3-6).  Die Procaspase-8 besitzt zwei DEDs (death effector  domain) am N-Terminus, 
über welche eine Bindung zu FADD möglich wird. Unmittelbar nach der Rekrutierung 
durch  FADD  kommt  es  zur  autoproteolytischen  Spaltung  der  Procaspase-8 
(pCaspase-8) zur aktiven Caspase-8, die wiederum die Caspase-3 aktivieren kann. 
Hierbei ist zu beachten, dass für die Bindung von FADD an TNFR 1 zusätzlich noch 
TRADD (TNFR-associated  protein  with  death  domian)  nötig  ist,  dass  neben  der 
Rekrutierung  der  Caspase-8  auch  die  Aktivierung  von  NF-κB und  den  JNK-Weg 
bewirkt (vgl. 3.4.7 Nachweis von Sauerstoffradikalen). Ganz ähnlich verläuft auch der 
Weg über TRAIL (TNF related  apoptosis  inducing  ligand) und den entsprechenden 
Rezeptor TRAIL-R, was aber an dieser Stelle nicht näher betrachtet werden soll. Die 
Rekrutierung und Aktivierung der Caspase-8 – auch FLICE (FADD-like interleukin-1 
beta  converting  enzyme)  genannt  –  kann  durch  das  ebenfalls  um  FADD 
konkurrierende Protein FLIP (FLICE  inhibitory  protein) inhibiert werden, was somit 
die Auslösung der Apoptose verhindert (vgl. Abbildung 3-7).[96]
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Abbildung  3-7:  Schematische  Darstellung  des  Rezeptor-Ligand-gerichteten  Mechanismus  der  Apoptose: 
Rekrutierung der Caspasen-8 und -3 nach der Aktivierung der Rezeptoren durch extrazelluläre Liganden.
Beim mitochondrialen, intrinsischen Weg wird Cytochrom c aus den Mitochondrien in 
das  Zytosol  freigesetzt  und  bildet  dort  mit  dem  apoptotischen  Protease-
Aktivierungsfaktor Apaf-1, ATP sowie der Procaspase-9 (46 kDa) einen Multiprotein-
komplex,  auch  Apoptosom  genannt  (vgl.  Abbildung  3-8).  Die  Aktivierung  zur 
Caspase-9 erfolgt autokatalytisch durch Spaltung in ein Heterodimer aus einem 10 
kDa und einem 35 kDa Fragment. Die aktivierte Caspase-9 verlässt den Komplex 
und aktiviert wiederum die Caspase-3. Die Freisetzung von Cytochrom c wird durch 
das  pro-apoptotische  Protein  Bax  unterstützt  und  kann  entweder  durch  DNA-
Schäden  oder  durch  die  Caspase-8  selbst  initiiert  werden. Ein  weiterer 
Mechanismus,  der  zur  Aktivierung  von  Caspasen  und  somit  zur  Auslösung  von 
Apoptose führen kann, umfasst das Endoplasmatische Retikulum (ER). Hierbei wird 
das  ER  durch  die  Einwirkung  entsprechender  Wirkstoffe  gestresst,  was  zum 
Ausstrom der  dort  gespeicherten  Ca2+-Ionen  ins  Zytoplasma  führt  und  somit  die 
Caspase-Kaskade  rund  um  die  Caspase-9  einleitet  (vgl.  3.4.6  Calcium-
konzentrationsbestimmung sowie Abbildung 3-8). Die Caspase-12 spielt hierbei eine 
wichtige Rolle, wobei die genaue Wirkungsweise noch nicht ganz bekannt ist. Alle 























caspasen-3/7  und  -6,  dem Abbau  zellulärer  Strukturen  und  letztendlich  mit  dem 
Zelltod.[96,101-102] 
Abbildung 3-8: Schematische Darstellung des mitochondrialen, intrinsischen Pfads und alternativer Wege der 
Apoptose: Rekrutierung der Caspasen-9 und -3 nach Freisetzung von Cytochrom c aus den Mitochondrien.
Die Caspase-3 ist vor allem am Abbau der chromosomalen DNA und der zellulären 
Proteine beteiligt.  Sie  ist  sozusagen für  die  Apoptose-typischen,  morphologischen 
Veränderungen  innerhalb  der  Zelle  verantwortlich  (vgl.  3.4.1  Morphologie).  Ein 
wichtiges Zielmolekül der Caspase-3 ist PARP (poly  ADP-ribose  polymerase),  die 



























befähigt ist. Die Fragmentierung der DNA in „nukleosomale Einheiten“ wird durch die 
Aktivierung  von  CAD  (caspase  activated  DNase)  durch  die  Caspase-3-bedingte 
Abspaltung von ICAD (inhibitor  of  CAD)  eingeleitet.  Ein  weiteres  Zielmolekül  der 
Caspase-3 ist  die Caspase-6, die vor allem für den Abbau von strukturgebenden 
Proteinen  verantwortlich  ist.  So  wird  beispielsweise  Lamin,  ein  Protein  zur 
Aufrechterhaltung der Zellkern-Gestalt und Interaktion zwischen dem Chromatin und 
der  Zellkernmembran,  von  der  Caspase-6  abgebaut,  was  zur  Chromatin-
kondensation und Zellkernfragmentierung führt.[101-102] 
Eine Verbindung des Rezeptor-Ligand-gerichteten Wegs zum mitochondrialen Weg 
ist  über  Bid  möglich,  einem  Protein  der  Bcl-2-(B-cell  lymphoma)-Familie  (vgl. 
Abbildung  3-8).  Inaktives  Bid  wird  durch  die  Caspase-8  aktiviert,  zur  äußeren 
Mitochondrienmembran  transportiert  (tBid)  und  induziert  dort  durch  das 
Wechselwirken  mit  dem  pro-apoptotischen  Protein  Bax  die  Freisetzung  von 
Cytochrom c aus den Mitochondrien (vgl. 3.4.4 Apoptose-Regulationsproteine: Bcl-2, 
Bax und Bid).[101-102] 
 3.4.3.1 Caspase-Aktivitätstest
Die  Aktivität  der  Caspasen-3,  -8  und  -9  wurde  mithilfe  eines  luminometrischen 
Caspase-Assays (Caspase-Glo 3/7, 8 oder 9) nach Herstellerangaben durchgeführt. 
Dieser  Test  beruht  auf  der  Spaltung  eines  luminogenen  Substrats,  welches  eine 
Caspase-spezifische  Peptid-Sequenz  (Caspase-3/7:  DEVD,  Caspase-8:  LETD, 
Caspase-9: LEHD) aufweist, und auf der Freisetzung von Aminoluciferin. Letzteres 
stellt  wiederum  ein  Substrat  für  die  Luciferase  dar,  dessen  Umsetzung  zur 
Lichtproduktion  (Lumineszenz)  führt,  die  quantifiziert  werden  kann.  Alle  hierfür 
nötigen Enzyme und Substrate sind im Test-Kit enthalten.[103]
 
Zur Bestimmung der Caspase-Aktivität wurden 500 µl der 518A2-Zellen (1·105 pro 
ml) in die Wells einer 24-Well-Mikrotiterplatte ausgesät. Nach 24 h wurden die dicht 
gewachsenen Zellen  für  bis  zu 72 h mit  den entsprechenden Substanzen (5  μM 
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Endkonzentration)  inkubiert,  anschließend  mittels  Trypsin-EDTA  von  den  Wells 
abgelöst und mit den losen Zellen aus dem abgenommen Überstand für 10 min bei 
200 g (Eppendorf mini spin) und 4°C abzentrifugiert. Die HL-60-Zellen (500 µl, 5·105 
pro ml) wurden ebenfalls bis zu 72 h mit den entsprechenden Derivaten inkubiert und 
anschließend  abzentrifugiert.  Der  Zellaufschluss  erfolgte  jeweils  in  200  μl  Lysis-
Puffer für 15 min bei 4°C. Zur Abtrennung von Zelltrümmern wurde für 10 min bei 800 
g  (Eppendorf  mini  spin)  und  4°C  zentrifugiert.  Die  Bestimmung  der  Protein-
konzentration  im  Überstand  erfolgte  mittels  Bradford-Reagenz  und  BSA (bovine 
serum  albumin)  als  Standard.  Schließlich  wurden  für  den  luminometrischen 
Caspase-Assay je 15 µg Zellprotein verwendet.[104] 
 3.4.3.2 Western Blot-Analyse
Da eine  Verbindung  des  Rezeptor-Ligand-gerichteten  Wegs  zum mitochondrialen 
Weg über die Caspase-8 möglich ist, wurden zudem für die Caspase-9 Western Blot-
Analysen mit  und ohne gleichzeitige Inhibierung der Caspase-8 durchgeführt.  Die 
autokatalytische  Aktivierung  zur  Caspase-9  endet  mit  der  Spaltung  der  inaktiven 
Procaspase-9 (46 kDa) in Heterodimere aus 10 kDa und 35 kDa Fragmente, wobei 
letzteres  die  aktive  Caspase-9  darstellt,  welche  sich  von  der  inaktiven  Proform 
aufgrund der Größe unterscheidet und daher elektrophoretisch abgetrennt werden 
kann.[103] 
Die  Extraktion  des  Zellproteins  erfolgte  wie  bereits  beschrieben  (vgl.  3.4.3.1 
Caspase-Aktivitätstest).  Das  aus  der  Bradford-Bestimmung  ermittelte  Proben-
volumen (15 µg Protein) wurde zu  1/4 dieses Volumens mit dem Probenpuffer (4× 
LDS Sample buffer) bzw. zu 1/10 mit dem Reduzierungs-Reagenz (10× DTT-Reducer) 
versetzt  und  für  10  min  auf  70°C erhitzt.  Die  erkalteten  Proben  wurden  auf  die 
Geltaschen  von  12%-igen  ClearPAGE-Fertiggelen  aufgetragen;  die  unbenutzten 
Taschen  wurden  mit  10  µl  Probenpuffer  gefüllt,  um  einen  gleichbleibenden 
Widerstand  über  das  gesamte  Gel  zu  erreichen.  Als  Proteinstandard  wurde  der 
Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder von Fermentas verwendet. 
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Letztendlich  erfolgte  die  Auftrennung  der  Proteinproben  im  entsprechenden 
Laufpuffer (1× SDS reducing running buffer) für 1,5 h bei gleichbleibender Spannung 
von 150 V und maximaler Stromstärke und Leistung.[104-105] 
Anschließend  wurden  die  aufgetrennten  Proteine  elektrophoretisch  auf  eine 
Polyvinylidenfluorid-(PVDF)-Membran transferiert (Western Blot). Diese wurde zuvor 
2 min in Methanol, 2 min in H2OBidest sowie 10 min in Transfer-Puffer äquilibriert. Das 
Gel  wurde ebenfalls 30 min in Transfer-Puffer  äquilibriert,  um SDS und Salze zu 
entfernen.  Dann  wurde  die  Transfer-Einheit  aus  mit  Transfer-Puffer  getränkten 
Blotting-Papieren,  der  PVDF-Membran  und  dem  Gel  nach  Anleitung  zusammen-
gebaut, in die entsprechende Halterung eingespannt und in die mit Puffer gefüllte 
Blotting-Kammer gehängt, so dass das Gel zur Kathode und die Membran zur Anode 
ausgerichtet  war.  Der  Transfer  erfolgte  unter  Kühlung  für  1,5  h  bei  einer  gleich 
bleibenden Stromstärke von 225 mA (Spannung und Leistung maximal).[106] 
Im Anschluss wurde die PVDF-Membran mit 10% Milchpulver in AP-T-Puffer für 1 h 
bei RT blockiert, um eine unspezifische Antikörperbindung zu verhindern. Nach zwei 
Waschschritten von jeweils 5 min mit AP-T-Puffer wurde die Membran für 1 h mit 
dem  primären  Antikörper  (Anti-Caspase-9  (Ab-2)  Mouse  mAb  (1-2);  Verdünnung 
1:1000 in 10% Milch-Puffer) inkubiert. Anschließend wurde dreimal für 5 min mit AP-
T-Puffer  gewaschen.  Als  sekundärer  Antikörper  diente  ein  mit  der  Meerrettich-
peroxidase  (horseradish  peroxidase,  HRP)  konjugiertes  Ziegenimmunoglobulin 
(Anti-Mouse Goat IgG H+L chain specific peroxidase conjugate; Verdünnung 1:10000 
in 10% Milch-Puffer), welches ebenfalls 1 h auf die Membran einwirkte. Es folgten 
drei Waschschritte von je 5 min mit AP-T-Puffer, bevor die Membran mit etwa 6 ml 
einer  frisch  hergestellten  HRP-Substratlösung  (Roti-Lumin)  inkubiert  wurde.  Zur 
Detektion  der  immunreaktiven  Banden  wurde  das  ECL  (enhanced  chemi-
luminescence)-System  herangezogen.  Dabei  oxidiert  die  Peroxidase  Luminol  in 
Anwesenheit von Wasserstoffperoxid – beides in der HRP-Substratlösung enthalten 
– und die auftretende Lumineszenz wurde mit  Hilfe der Geldokumentation Image 
Quant Las4000 IR gemessen.[107]
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Zur Kontrolle der Western Blot-Qualität bzw. der gleichmäßigen Proben-Auftragung 
auf das Gel wurde ein Antikörper gegen β-Actin verwendet. β-Actin gilt wie GAPDH 
(glyceraldehyde  3-phosphate  dehydrogenase)  als  sogenanntes  Haushaltsgen 
(house-keeping gene) und wird unabhängig vom Zelltyp und den äußeren Einflüssen 
exprimiert. Meistens handelt es sich dabei um Gene, die mit dem Grundstoffwechsel 
der  Zelle  zusammenhängen,  beispielsweise  dem  Glukose-Stoffwechsel.  Hierfür 
wurden die  Antikörper  durch  zweimaliges  Waschen mit  PBS-Puffer  (10  min)  und 
zweimaliges Waschen mit AP-T-Puffer (20 min) entfernt. Die PVDF-Membran konnte 
an dieser Stelle wieder mit  10% Milch-Puffer blockiert  und anschließend mit  dem 
primären Antikörper  (Anti-β-Actin  Mouse mAb (2F1-1);  Verdünnung 1:500 in  10% 
Milch-Puffer) und dem entsprechenden sekundären Antikörper behandelt werden.[108]
 3.4.4 Apoptose-Regulationsproteine: Bcl-2, Bax und Bid
Die Proteine   Bcl-2, Bcl-xL/-xS sowie Bax (Bcl-2–associated  X protein)  gehören zur 
Familie  der  B-cell  lymphoma-Proteine,  sind  hauptsächlich  in  der  äußeren 
Mitochondrienmembran  lokalisiert  und  regulieren  das  Transmembranpotential  der 
Mitochondrien.  Wie alle  Mitglieder  dieser  Proteinfamilie  bestehen diese aus einer 
oder mehrerer homologer Domänen (BH1-4,  Bcl-2  homology), die für die Funktion 
dieser  Proteine  und  deren  Dimerisierung  zu  Hetero-  oder  Homodimeren  (wichtig 
dafür: BH3) verantwortlich sind.[109] 
Während Bax (BH1, BH2, BH3) eine pro-apoptotische Funktion übernimmt, sind Bcl-
2 (BH1, BH2, BH3, BH4) und Bcl-xL(ong)  Inhibitoren der Apoptose. Bcl-xS(hort) dagegen 
hat seine anti-apoptotische Funktion gänzlich verloren. Bei einem pro-apoptotischen 
Verhältnis von Bax zu Bcl-2/Bcl-xL – etwa nach der Induktion der Bax-Expression 
durch das Tumorsuppressorprotein p53 – bildet sich aufgrund der Oligomerisierung 
von Bax-Proteinen ein Mega-Kanal (MPT: mitochondrial permeability transition pore), 
durch den verschiedenste Ionen in die Mitochondrien strömen (vgl. Abbildung 3-7). 
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Durch  die  folgende  Abnahme  des  Transmembranpotentials  der  inneren 
Mitochondrienmembran und das Anschwellen der Mitochondrien bricht die äußere 
Mitochondrienmembran  zusammen,  was  zur  Freisetzung  von  Cytochrom  c  führt, 
welches normalerweise in der Außenseite der inneren Mitochondrienmembran und 
im Raum zwischen den Membranen lokalisiert ist und dort wichtige Funktionen in der 
intrazellulären Elektronentransportkette übernimmt.  Im Zytosol  ist  Cytochrom c an 
der  Bildung des Apoptosoms beteiligt  und somit  für  die  Auslösung der  Apoptose 
verantwortlich (vgl. 3.4.3 Bestimmung der Caspase-Aktivitäten).[96]
Ein weiteres pro-apoptotisches Mitglied der Bcl-2-Familie stellt Bid (BH3 interacting 
domain death agonist)  dar. Es zählt  zu der  BH3-only-Unterfamilie, da es nur aus 
einer BH-Domäne besteht, nämlich BH3. Die Mitglieder dieser Unterfamilie spielen 
jedoch  eine  entscheidende  Rolle  bei  der  Auslösung  der  Apoptose.  Inaktives  Bid 
beispielsweise  wird  nach  der  Aktivierung  durch  die  Caspase-8  zur  äußeren 
Mitochondrienmembran transportiert, wechselwirkt dort als tBid mit Bax und induziert 
so die Freisetzung von Cytochrom c aus den Mitochondrien (vgl. 3.4.3 Bestimmung 
der Caspase-Aktivitäten).[110]















 3.4.4.1 Western Blot-Analyse
Analog zu dem bereits beschriebenen Verfahren der Western Blot-Analyse für die 
Caspase-9 wurde auch für die Bax (Anti-Bax (Δ21) Rabbit pAb; Verdünnung 1:500 → 
sekundärer  Antikörper:  Anti-Rabbit  Goat  IgG  H+L  chain  specific  peroxidase 
conjugate; Verdünnung 1:5000), Bcl-2 (Anti-Bcl-2 (N-19) Mouse mAb;  Verdünnung 
1:750)  und Bid  (Anti-Bid/tBid  Mouse IgG;  Verdünnung 1:1000)  vorgegangen (vgl. 
3.4.3.2 Western Blot-Analyse).[103] 
 3.4.4.2 Quantitative real time-PCR
Außerdem wurde die mRNA-Expression für bcl-2 und bax mithilfe der quantitativen 
real-time-PCR analysiert. Diese Methode der Nukleinsäurevervielfältigung beruht auf 
dem Prinzip der herkömmlichen Polymerasekettenreaktion (PCR, polymerase chain 
reaction) mit dem Vorteil, dass die DNA gleichzeitig quantifiziert werden kann. Die 
Quantifizierung  erfolgt  während  eines  PCR-Zyklus  in  Echtzeit  (real  time),  wobei 
Fluoreszenzfarbstoffe wie etwa  SYBR Green zum Einsatz kommen, die nach der 
Interkalation in die DNA noch intensiver fluoreszieren. Die Fluoreszenz steigt nun von 
Zyklus zu Zyklus mit der Zunahme der DNA-Kopien, bis ein gewisser Schwellenwert-
Zyklus oder Ct-Wert (cycle threshold) erreicht ist, an dem die Fluoreszenz erstmalig 
signifikant über  die  Hintergrund-Fluoreszenz ansteigt  (während der exponentiellen 
Phase der PCR-Reaktion).  Dieser Wert  bezogen auf  den ermittelten Ct-Wert  von 
Standards bekannter Konzentrationen lässt auf die Ausgangskonzentration der cDNA 
bzw. mRNA zurück schließen (vgl. Abbildung 3-10).[79,111-112] 
Für  die  Quantifizierung der mRNA von bax und bcl-2  wurden  500 µl  der 518A2- 
(1,5·105 pro  ml)  bzw. der HL-60-Zellen (5·105 pro  ml)  in  die  Wells einer 24-Well-
Mikrotiterplatte ausgesät. Nach 24 h wurden die dicht gewachsenen Zellen für bis zu 
72  h  mit  den  entsprechenden  Substanzen  (5  μM  Endkonzentration)  inkubiert. 
Anschließend wurde die gesamte RNA mithilfe des peqGOLD  RNAPure extrahiert. 
Die  Synthese  der  cDNA erfolgte  in  einem  21  µl-Ansatz  ausgehend  von  80  ng 
Gesamt-RNA mit  Hilfe  des  Reverse  Transcription  Systems von  Promega  (nach 
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Herstellerangaben). Danach wurde die quantitative  real  time-PCR mit  dem  SYBR 
GREEN PCR-Kit LightCycler fast start DNA Master in einem LightCycler 2.0 System 
von Roche Diagnostics durchgeführt;  die Ct-Werte wurden mithilfe der LightCycler 
Software, Version 3.5 ermittelt.  Alle Gene wurden wie auch bei der Western Blot-
Analyse auf ein Haushaltsgen, hier das für die GAPDH, normalisiert.[113] 
Abbildung 3-10:  Analyse der PCR-Daten: A) Amplifikation von Proben bekannter (—) und unbekannter (—) 
Konzentration mittels quantitativer real time-PCR: Messung der Fluoreszenz am Ende jedes PCR-Zyklus, relative 
Fluoreszenz direkt proportional zur Menge an PCR-Produkt; B) Quantifizierung des unbekannten PCR-Produkts 
(●) mithilfe der Standardkurve (○): Auftragung der Ct-Werte gegen die Log Konzentration der bekannten Proben, 
Berechnung der DNA-Menge der unbekannten Proben durch Lösen der Geradengleichung. 
Die  verwendeten  Primer  wurden  alle  von  Qiagen  bezogen:  Mm_gapd_2_SG 
QuantiTect Primer Assay (Cat.No.: QT00309099), HS_bax_2_SG QuantiTect Primer 
Assay  (Cat.No.:  QT00031192)  und  Hs_bcl2_1_SG  QuantiTect  Primer  Assay 
(Cat.No.:  QT00025011).  Am  Ende  jeder  PCR-Messung  wurden  Schmelzkurven-
analysen  durchgeführt,  so  dass  die  Spezifität  bestimmt  werden  konnte.  Da  die 
doppelsträngige DNA von spezifischen PCR-Produkten einen höheren Schmelzpunkt 
hat als unspezifisch entstehende Primerdimere, ist so eine Unterscheidung möglich. 
Die Höhe des Peaks der Schmelzkurve gibt  zudem annähernd Auskunft  über die 
Menge des gebildeten Fragments (vgl. Abbildung 3-10).
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Der Verlust  des Mitochondrienmembranpotentials stellt  einen wichtigen Schritt  bei 
der Einleitung der Apoptose dar. Hierbei kollabiert der elektrochemische Gradient ∆Ψ 
aufgrund  der  Ausbildung  von  Membranporen  durch  die  Dimerisierung  von  pro-
apoptotischen  Bax-Proteinen  und  führt  zum Wandern  von  Cytochrom c  aus  den 
Mitochondrien  ins  Zytosol,  wo  dann  die  Caspase-Kaskade  eingeleitet  wird  (vgl. 
Abbildung 3-8).[109-110] Dieses Ereignis  kann mithilfe  von kationischen Fluoreszenz-
farbstoffen  wie  z.B.  dem  JC-1  (84,  5,5´-6,6´-Tetrachloro-1,1´-3,3´-tetraethyl-benz-
imidazoylcarbocyanin-Iodid)  nachgewiesen  werden.  Die  delokalisierte  positive 
Ladung erlaubt dem lipophilen Farbstoff den Eintritt in die Mitochondrienmatrix, wo 
dieser beim Überschreiten der kritischen Konzentration aggregiert und in gesunden 
Zellen  als  rote  Fluoreszenz  nachzuweisen  ist.  Zusätzlich  liegt  der  Farbstoff  im 
Zytoplasma  in  Form  von  Monomeren  vor  und  zeigt  grüne  Fluoreszenz.  In 
apoptotischen  Zellen  kann  der  Farbstoff  aufgrund  des  zusammengebrochenen 
mitochondrialen  Membranpotentials  nicht  mehr  in  der  Mitochondrienmatrix 
aggregieren; die grüne Fluoreszenz nimmt in diesen Zellen im Vergleich zur roten 
Fluoreszenz zu.[114-115] 
Abbildung 3-11: Struktur von JC-1 (84, 5,5´-6,6´-Tetrachloro-1,1´-3,3´-tetraethylbenzimidazoylcarbocyanin-Iodid).
Änderungen im Mitochondrienmembranpotential  wurden mithilfe des  Mitochondrial  
Membrane  Detection  Kit nachgewiesen.  Hierfür  wurden  500  µl  der adhärenten 
518A2-Zellen (1,5·105 pro  ml) in die  Wells einer 24-Well-Mikrotiterplatte ausgesät. 
Nach  24  h  wurden  die  dicht  gewachsenen  Zellen für  6  bis  48  h  mit  den 
entsprechenden Substanzen (5 μM Endkonzentration) inkubiert, anschließend mittels 












abgenommen  Überstand  für  10  min  bei  400  g  (Eppendorf  mini  spin) und  4°C 
abzentrifugiert. Die Suspensionszellen HL-60 wurden auf eine Zelldichte von 5·105 
pro ml gebracht, ebenfalls für 6 bis 48 h mit den entsprechenden Derivaten (500 µl, 
5  μM Endkonzentration) im Brutschrank inkubiert und anschließend abzentrifugiert. 
Die Zellpellets wurden in 500 µl einer 0,2× JC-1-Lösung resuspendiert, für 15 min 
(HL-60) bzw. 30 min (518A2) bei 37°C inkubiert und anschließend zentrifugiert. Nach 
einem  Waschschritt  wurden  die  Pellets  in  PBS-Puffer  resuspendiert  und  mithilfe 
eines  F200-Plattenreaders  der  Firma TECAN (100  µl  Suspension  pro Well  einer 
schwarzen 96-Well-Mikrotiterplatte) bzw. mittels Durchflusszytometrie (FACSCalibur, 
Becton Dickinson, 500 µl Suspension pro FACS-Röhrchen) ausgewertet. 
Für die Fluoreszenzmessung am Plattenreader wurde das Verhältnis von roter (λex= 
535 (25) nm, λem= 590 (20) nm) zu grüner Fluoreszenz (λex= 485 (20) nm, λem= 535 
(25) nm) gemessen, das für apoptotische im Vergleich zu gesunden Zellen aufgrund 
des Zusammenbrechens des mitochondrialen Membranpotentials abnehmen sollte. 
Schwankungen  in  der  Zellzahl  spielen  bei  dieser  Messmethode  aufgrund  der 
Verhältnisrechnung keine entscheidende Rolle.
Das  Prinzip  der  Durchflusszytometrie  –  auch  FACS  (fluorescence  activated  cell 
sorting) genannt – beruht auf der Emission von optischen Signalen seitens der Zelle, 
wenn  diese  einen  Laserstrahl  passiert. So  kann  mittels  Vorwärtsstreulicht  (FSC, 
forward  scatter)  und  Seitwärtsstreulicht  (SSC,  sideward  scatter)  aufgrund  von 
Beugung  und  Brechung  des  Lichts  zunächst  nach  Größe  und  Körnung  getrennt 
werden; gleichzeitig mit dem gestreuten Licht kann man Fluoreszenzfarben messen. 
Die rot fluoreszierenden JC-1-Aggregate werden im FL2-Kanal registriert, die grün 
fluoreszierenden  JC-1-Monomere  im  FL1-Kanal.  Bei  der  Fluoreszenzmessung 
mittels  Durchflusszytometrie  wurden  jeweils  10000  Zellen  untersucht.  Die 
entsprechenden  Parameter,  die  in  Tabelle  3-1  aufgelistet  sind,  wurden  mit  dem 
Programm  CellQuest (Becton  Dickinson)  eingestellt;  die  Auswertung  der  Daten 
erfolgte mit dem Programm WinMDI (Version 2.9).
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Tabelle  3-1:  Zusammenfassung  aller  Parameter  und  Einstellungen  zur  Fluoreszenzmessung  mittels 
Durchflusszytometrie.
Parameter Detektor Spannung Verstärkungs-faktor Modus Anmerkung
P1 FSC E-1 7,99 Lin Schwellenwert 36
P2 SSC 366 1,00 Lin
P3 FL1 394 1,00 Log Kompensation 8,1% FL2
P4 FL2 351 1,00 Log Kompensation 22% FL1
P5 FL3 650 1,00 Log
 3.4.6 Calciumkonzentrationsbestimmung
Calcium  (Ca2+) spielt  eine  zentrale  Rolle  in  der  Physiologie  und  Biochemie  von 
Organismen und Zellen. Es stellt  einen wichtigen intrazellulären Botenstoff – einen 
sogenannten second messenger der Signaltransduktion – dar, der an der Erregung 
von Muskeln und Nerven, dem Glykogen-Stoffwechsel, der Zellteilung sowie an der 
Aktivierung einiger  Enzyme und Hormone  als  Kofaktor  beteiligt  ist. Im Laufe  der 
Evolution haben sich Mechanismen (z.B. Natrium-Calcium-Austauscher oder Ca2+-
ATPasen)  entwickelt,  die  die  zytosolische  Calciumkonzentration  in  der  ruhenden 
Zelle auf etwa 70 bis 80 nM halten. Dabei wird das überschüssige Calcium entweder 
in  den  Extrazellularraum  oder  in  intrazelluläre  Ca2+-Speicher  wie  das  Endo-
plasmatische  Retikulum (ER) abgegeben. So entsteht ein hoher Ca2+-Gradient von 
etwa 1:10000 gegenüber dem Zytosol, der als Antrieb für schnelle Signalprozesse 
dienen kann. Unabhängig von den beiden Hauptmechanismen der Apoptose – dem 
Rezeptor-Ligand-gerichteten  Weg  und  dem  mitochondrialen  Weg  –  kann  die 
Apoptose über einen dritten Signalweg eingeleitet werden, welcher das ER umfasst 
(vgl.  3.4.3  Bestimmung  der  Caspase-Aktivitäten).[96] Dieser  Weg  wird  durch  die 
Procaspase-12 vermittelt, die spezifisch mit dem ER assoziiert ist und bei ER-Stress 




Für die Messung der intrazellulären Calciumkonzentration bietet sich Fura-2 (85) an, 
das in Form seines Acetyloxymethylesters 86 verwendet wird, nach der Aufnahme in 
die  Zelle  durch  intrazelluläre  Esterasen  zu  85  umgesetzt  wird,  so  in  der  Zelle 
verbleibt und Ca2+ komplexiert.[118] 
Abbildung 3-12: Struktur von Fura-2 (85) und Fura-2/AM (86).
Durch die  Ca2+-Komplexierung verändern sich die  Fluoreszenz-Eigenschaften von 
85: Während freies Fura-2 (85) ein Anregungsmaximum bei 380 nm (λem  = 510 nm) 
aufweist, verschiebt sich dieses durch die Bindung von Ca2+ hin zu 340 nm (λem = 510 
nm). Dies kann bei der Berechnung der  Calciumkonzentration ausgenutzt werden, 
wobei der Fluoreszenzquotient (R = F340/F380) des Ca2+-freien Farbstoffs zu dem des 
Ca2+-Komplexes herangezogen wird. Mithilfe der  Grynkiewicz-Gleichung {6} kann R 
in  die  entsprechende  Ca2+-Konzentration  umgerechnet  werden,  wobei  die 
Dissoziationskonstante  KD des  Komplexes  sowie  das  maximale  und  minimale 
Fluoreszenzsignal berücksichtigt werden muss (vgl. Abbildung 3-13). Schwankungen 







            mit:                               {6}
[Ca2+] … Calciumkonzentration [nM],
KD = 224 nM … Disssoziationskonstante,
Rmin … Fluoreszenzquotient ohne Ca2+,
Rmax … Fluoreszenzquotient bei Ca2+-Sättigung,
Fmin … Fluoreszenz F380 ohne Ca2+,

























Abbildung 3-13: Bestimmung der Ca2+-Konzentration mittels Grynkiewicz-Gleichung unter Berücksichtigung der 
Dissoziationskonstante KD sowie der maximalen und minimalen Fluoreszenzquotienten Rmax und Rmin.
Für  die  Bestimmung  der  Calciumkonzentration  wurden  500  µl  der 518A2-Zellen 
(1,5·105 pro  ml)  in  die  Wells einer  24-Well-Mikrotiterplatte ausgesät.  Nach  24  h 
wurden  die  Zellen  für  bis  zu  72  h  mit  den  entsprechenden  Substanzen  (5  μM 
Endkonzentration)  inkubiert,  anschließend  mittels  Trypsin-EDTA  von  den  Wells 
abgelöst und mit den losen Zellen aus dem zuvor abgenommen Überstand für 10 
min bei 400 g und 4°C (Eppendorf mini spin) abzentrifugiert. Die HL-60-Zellen (5·106 
pro ml) wurden ebenfalls bis zu 72 h mit den entsprechenden Derivaten (500 µl, 5 μM 
Endkonzentration)  im  Brutschrank  inkubiert  und  anschließend  abzentrifugiert.  Die 
Pellets wurden in Ca2+-Puffer I resuspendiert, auf eine Zelldichte von 1,3·106 pro ml 
gebracht und mit Ca2+-Puffer II weiter auf 1·106 pro ml verdünnt. Die Proben wurden 
für 20 min bei  25°C inkubiert,  abzentrifugiert,  wiederum 10 min in frischem Ca2+-
Puffer I inkubiert und abzentrifugiert. Die Zelldichte wurde mittels Ca2+-Puffer I erneut 
auf 1·106 pro ml gebracht. Inzwischen wurden in die Wells einer schwarzen 96-Well-
Mikrotiterplatte je 100 µl Ca2+-Puffer I vorgelegt und auf 37°C vorgewärmt. Zu dem 
vorgewärmten Puffer wurden 100 µl der  Zellsuspension pipettiert, nochmals 10 min 
inkubiert und anschließend wurde die Fluoreszenz F340 (λex= 340 nm, λem= 510 nm) 
und F380 (λex= 380 nm, λem= 510 nm) mithilfe eines F200-Plattenreaders bestimmt. Zur 
Kalibrierung wurden 10 µl einer 2%-igen Digitonin-Lösung (Rmax) sowie 50 µl einer 
600  mM EGTA-Lösung  (Rmin)  zur  Zellsuspension  pipettiert,  10  min  inkubiert  und 
ebenfalls  gemessen.  Während  Digitonin  zur  Zelllyse  führt  und  Ca2+ aus  den 























































 3.4.7 Nachweis von Sauerstoffradikalen
Reaktive Sauerstoffradikale (ROS) sind Produkte des normalen Metabolismus und je 
nach  Konzentration  nützlich  oder  schädlich  für  Zellen  und  Gewebe.  In  geringen, 
physiologischen Konzentrationen wirken ROS als sogenannte  redox messenger  in 
intrazellulären Signal- und Regulationswegen; zu hohe Konzentrationen dagegen – 
etwa  nach  der  Exposition  von  Xenobiotika  –  führen  zur  Schädigung  zellulärer 
Strukturen und folglich zur  Apoptose (vgl.  1.3  Wirkungsweise  bioaktiver  Chinone: 
Sauerstoffradikalproduktion). Dabei können sowohl intrinsische als auch extrinsische 
Pfade  eingeschlagen  werden.  So  ist  die  Generierung  von  ROS  zum  einen  eng 
verknüpft  mit  der  Rezeptor-Ligand-Wechselwirkung  (Fas-FasL,  TNFR1-TNFα),  der 
Aktivierung der Sphingomyelinase und der damit verbundenen Ceramid-Produktion 
(vgl.  3.4.8  Nachweis  von  Ceramid-Bildung)  sowie  der  Aktivierung  der  redox-
sensitiven MAP-Kinase JNK (c-Jun N-terminal kinase). Andererseits hat eine erhöhte 
Konzentration an ROS eine Schädigung der mitochondrialen DNA zur Folge, was die 
Bildung  von  pro-apoptotischen  Proteinen  und  das  bereits  bekannte  „Apoptose-
Programm“ stimuliert (vgl. Abbildung 3-14).[120]
 3.4.7.1 NBT-Test
Wie bereits erwähnt wurde, handelt es sich bei den zu untersuchenden Derivaten um 
redox-aktive  Chinone,  die  unter  biologischen  Bedingungen  zu  Semichinonen 
reduziert  werden  und  dabei  ROS  generieren  können  (vgl.  1.3  Wirkungsweise 
bioaktiver  Chinone:  Sauerstoffradikalproduktion).  Um  nun  den  Einfluss  der 
Seitenketten der Doxorubicin- bzw. Thymochinonderivate auf die ROS-Produktion zu 
untersuchen,  wurde  der  Nitroblau-Tetrazolium-Test  (NBT-Test)  herangezogen.  Bei 
diesem Test wird das gelbe, wasserlösliche  p-Nitroblautetrazoliumchlorid (87, NBT) 
durch  die  elektronenübertragenden  Superoxidradikale  über  die  Zwischenstufe 




Abbildung 3-14: Involvierung reaktiver Sauerstoffradikale (ROS) in die Apoptose-Induktion durch die  Aktivierung 
der Sphingomyelinase bzw. Ceramidsynthase über die Rezeptoren Fas und TNFR1  mit der Folge der Ceramid-
Produktion, der Aktivierung von redox-sensitiven MAP-Kinasen (MAPK), der Schädigung zellulärer DNA und der 
Stimulierung pro-apoptotischer Proteine.
Die  Absorptionsmaxima  von  NBT (87,  300  nm)  und  Diformazan  (88,  570  nm) 
unterscheiden sich deutlich voneinander, daher kann die Auswertung leicht mit einem 
Spektrophotometer  erfolgen.  Da  88 durch  die  Zugabe  von  Kaliumhydroxid  und 
Dimethylsulfoxid  in  Lösung  gebracht  wird,  kommt  es  zu  einer  Verschiebung  des 
































Abbildung  3-15:  Zelluläre  Reduktion  von  NBT  (87)  zum  Diformazan  (88)  durch  elektronenübertragende 
Superoxidradikale.
Für  den  NBT-Test  an  den  adhärenten  518A2-Zellen wurden  nach  erfolgter 
Trypsinierung 100 μl einer Zellsuspension der Dichte 5·104 pro ml in jedes Well einer 
96-Well-Mikrotiterplatte pipettiert. Von den Suspensionszellen (HL-60) wurden 100 µl 
der Zelldichte 5·105 pro ml verwendet. Nach 24-stündiger Inkubation im Brutschrank 
wurden die Testsubstanzen in einer Endkonzentration von 5 µM hinzu pipettiert und 
bis zu 72 h im Brutschrank inkubiert. Danach wurde die Mikrotiterplatte für 5 min bei 
150  g  und  4°C  (Heraeus  Multifuge  X3  FR)  zentrifugiert, zum  Entfernen  des 
Überstandes invertiert und jedes  Well  mit 100  μl  einer 0,1%-igen NBT-Lösung (in 
PBS-Puffer)  versetzt.  Die  Platte  wurde  für  4  h  (518A2)  bzw.  1  h  (HL-60)  im 
Brutschrank inkubiert, danach erneut für 5 min bei 150 g und 4°C (Heraeus Multifuge 
X3 FR) zentrifugiert, zum Entfernen des Überstandes wiederum invertiert und jedes 
Well mit  100 µl  2M KOH sowie 130 µl  DMSO versetzt.  Die Platte wurde weitere 
30  min  im  Brutschrank  inkubiert  und  anschließend  erfolgte  die  Messung  der 
Absorption  bei  630  und  405  nm  (Hintergrund)  mithilfe  eines  PowerWave340-
Plattenreaders der Firma BIO-TEK. Die Differenz der Absorptionen ergibt bezogen 
auf  einen  Referenzwert  (DMSO statt  Testsubstanz)  sowie  die  Anzahl  der  vitalen 
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 3.4.7.2 MTT-Test in Gegenwart des Radikalfängers N-Acetyl-Cystein
Da bei der Apoptose stets auch reaktive Sauerstoffspezies (ROS) gebildet werden, 
wenn  die  Mitochondrien  schrumpfen  und  zelluläre  Strukturen  abgebaut  werden, 
muss außerdem überprüft werden, ob die im NBT-Test gemessene ROS-Produktion 
an  der  Auslösung  der  Apoptose  beteiligt  ist  oder  nur  eine  Folgeerscheinung  der 
Apoptose darstellt.  Hierfür wurden für die 518A2-, HL-60- und HT-29-Zellen MTT-
Tests  in  Gegenwart  des  Radikalfängers  N-Acetyl-L-Cystein  (5  mM,  2  h  vor  der 
Zugabe der Testsubstanzen verabreicht) wie bereits beschrieben durchgeführt und 
ausgewertet  und  auf  die  jeweiligen  Ansätze  ohne  Radikalfänger  bezogen.  Der 
resultierende Faktor R(+/–) gibt Aufschluss über die direkte Beteiligung der ROS an 
der  Apoptoseinduktion  bzw.  Wirksamkeit  der  Substanzen  (vgl.  3.3.1.2  MDR-
Sensitivität).  Je kleiner  R(+/–)  – also je größer der Verlust  der Wirksamkeit  – ist, 
desto größer ist die ROS-Beteiligung an der Apoptoseinduktion.
 3.4.7.3 Involvierung redox-sensitiver Kinasen
Die  Generierung  von  ROS  geht  immer  einher  mit  der Aktivierung  von  redox-
sensitiven Kinasen. So ist die Sauerstoffradikal-Produktion stets mit der Aktivierung 
der  MAP-Kinase (mitogen-activated  protein  kinase) JNK (c-Jun  N-terminal kinase) 
verbunden (vgl.  3.4.7 Nachweis von Sauerstoffradikalen). Je nach ROS-Level und 
Dauer der JNK-Aktivierung werden anti- oder pro-apoptotische Wege eingeleitet. Die 
JNK stellt demnach eine Art zelluläre Schutzfunktion gegenüber der generierten ROS 
dar;  beim  Überschreiten  einer  bestimmten  Schwellwert-Konzentration  können 
jedoch  Apoptose-induzierende  Signalwege  angeschalten  werden. Eine  ähnliche 
Funktion  übernehmen  die  p38-MAP-Kinase  sowie ERK1/2  (extracellular  signal-
regulated kinase). Zudem wird durch die Verminderung des GSH-Spiegels die redox-
sensitive Proteinkinase C (PKC) aktiviert. Der Faktor R(+/–) kann mithilfe geeigneter 
Inhibitoren (JNK:  SP 600125, ERK:  PD 98059, p38-MAPK:  SB 202190, PKC:  PKC 
412) ermittelt werden, was einen Aufschluss über die Beteiligung dieser Kinasen an 
der Wirksamkeit der Substanzen gibt (vgl. 3.3.1.2 MDR-Sensitivität).[120,123]
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 3.4.8 Nachweis von Ceramid-Bildung
Ceramide  (89)  gehören  zu  den  strukturgebenden  Sphingolipiden,  dienen  jedoch 
neben  der  Beteiligung  an  der  Bildung  zellulärer  Membranen  auch  als  second 
messenger in verschiedenen Signaltransduktionswegen. Je nach Zelltyp und physio-
logischem  Umstand  vermitteln  Ceramide  (89)  eine  Reihe  von  Effekten  –  die 
Zellproliferation  und  -differenzierung,  aber  auch  den  Zellzyklusarrest  bis  hin zur 
Apopotose.[124-125] Für Anthracycline wie Doxorubicin (13) ist seit längerem bekannt, 
das ein Anstieg der intrazellulären Ceramidkonzentration nach der Induktion der de 
novo-Synthese durch die Ceramidsynthase (CS) bzw. der Sphingomyelin-Hydrolyse 
durch die  Sphingomyelinase (SM) zur Einleitung der Apoptose führt (vgl. Abbildung 
3-16). Dieser Signaltransduktionsweg ist dabei eng verbundenen mit Störungen im 
intrazellulären  Redox-Gleichgewicht  und  extremen  Belastungen  der  Zelle  durch 
oxidativen  Stress (vgl.  Abbildung  3-14  sowie  3.4.7  Nachweis  von  Sauerstoff-
radikalen).[126-127]  
Abbildung 3-16:  Ceramid-Metabolismus:  de novo-Synthese durch die Ceramidsynthase (CS), Sphingomyelin-
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Zur  Bestimmung  der  intrazellulären  Ceramidkonzentration  wurden  500  µl  der 
adhärenten 518A2-Zellen nach erfolgter Trypsinierung (vgl.  3.1 Zellkultivierung) in 
einer Zelldichte von 5·104 Zellen pro  ml in jedes  Well einer 24-Well-Mikrotiterplatte 
pipettiert. Nach 24-stündiger Inkubation im Brutschrank wurden die Testsubstanzen 
in einer Endkonzentration von 5 µM hinzu pipettiert und weitere 24 h im Brutschrank 
inkubiert,  anschließend mittels Trypsin-EDTA von den  Wells abgelöst und mit  den 
losen  Zellen  aus  dem  zuvor  abgenommenen  Überstand  für  10  min  bei  400  g 
(Eppendorf mini spin) und 4°C abzentrifugiert. Die Suspensionszellen HL-60 wurden 
auf  eine  Zelldichte  von  5·105 pro  ml  gebracht,  ebenfalls  für  24  h  mit  den 
entsprechenden Derivaten (500 µl, 5 μM Endkonzentration) im Brutschrank inkubiert 
und anschließend abzentrifugiert. 
Alle folgenden Schritte wurden von der Arbeitsgruppe um Prof. Dr. med. F. Lang und 
Dr. med. Dr. rer. nat. M. Föller an der Universität in Tübingen (Institut für Physiologie) 
durchgeführt:  Die Färbung der Zellen mit dem primären Antikörper (Anti-Ceramide 
Mouse,  Verdünnung 1:5 in 1% FBS in PBS) erfolgte für 1 h bei 4°C.  Anschließend 
wurde dreimal  mit  1% FBS in PBS gewaschen und 30 min mit  dem sekundären 
Antikörper  (Anti-Mouse  Goat  pAb,  Fluorescein  isothiocyanate  (FITC)  Conjugate, 
Verdünnung 1:50 in 1% FBS in PBS) inkubiert. Die Zellen wurden danach zweimal 
gewaschen und mittels Flow-Cytometrie untersucht (FL1-Kanal). 
Weiterhin  wurden für  die  518A2-  und  HL-60-Zellen  MTT-Tests  in  Gegenwart 
geeigneter Inhibitoren der Ceramidsynthase (Fumonisin B1) bzw. Sphingomyelinase 
(Chloropromazin)  wie  bereits beschrieben  durchgeführt,  ausgewertet  und  auf  die 
jeweiligen Ansätze ohne Inhibitorzugabe bezogen. Der resultierende Faktor R(+/–) 
gibt  Aufschluss  über  die  direkte  Beteiligung  der  Ceramid-Bildung  an  der 
Apoptoseinduktion bzw. Wirksamkeit der Substanzen  (vgl.  3.3.2 MDR-Sensitivität). 
Je kleiner R(+/–) – also je größer der Verlust der Wirksamkeit – ist, desto stärker ist 
die Beteiligung der Ceramide als second messenger der Apoptoseinduktion.
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 3.5 Wechselwirkung mit der DNA: Bandenretardationstest
Die  biologische  Wirkung  von  Doxorubicin  (13)  beruht  hauptsächlich  auf  der 
Interkalation in die DNA, was so die Assoziation der Enzyme DNA-Helikase, DNA-
Topoisomerase II und DNA-Polymerase verhindert und letztendlich zur Störung der 
Replikation führt (vgl. 2.2.1 Doxorubicin (13) und seine Derivate). Die Interkalation 
erfolgt  in  die  B-Form  doppelsträngiger  DNA mit  einer  Spezifität  für  benachbarte 
Guanin- und Cytosinreste; die GC- und CG-Basenpaare winden sich dabei um 15° 
bzw. 9° aus der Helix heraus, um Van-der-Waals-Wechselwirkungen zu vermeiden. 
Die  Bindung  an  die  DNA wird  durch  die  Ausbildung  von  Wasserstoffbrücken  – 
besonders durch die Hydroxylgruppe an C-9 und C-14 und durch das Proton an der 
geladenen  Aminogruppe  stabilisiert.[128] Die  Wechselwirkung  verschiedener 
Doxorubicinderivate  mit  der  DNA  wurde  daher  anhand  der  Tertiärstruktur  von 
Plasmid-DNA mithilfe der Agarosegelelektrophorese untersucht (Bandenretardation). 
Für Thymochinon (17) ist bislang keine DNA-Bindefähigkeit bekannt, dennoch sollte 
dies für einige Derivate überprüft werden. 
Der  Bandenretardationstest  dient  eigentlich  zum Nachweis  von DNA-  oder  RNA-
bindenden  Proteinen,  kann  aber  auch  herangezogen  werden,  um  Wirkstoffe  zu 
identifizieren, die mit der DNA wechselwirken können. Dabei nutzt man die Tatsache 
aus,  dass  Plasmid-DNA  unterschiedliche  Tertiärstrukturen  (Konformationen)  an-
nehmen kann  und diese unterschiedliche  physikalische Eigenschaften  aufweisen. 
Plasmide können in drei verschiedenen Konformationen vorliegen: die vorwiegende 
superhelikale ccc-Form (covalently closed circular), die seltenere relaxierte oc-Form 
(open circular)  sowie  die  kaum  vorliegende  lineare  Form.  Alle  drei  Formen  der 
Plasmid-DNA unterscheiden  sich  in  ihrer  elektrophoretischen  Mobilität  bei  einer 
Agarosegelelektrophorese,  die  von  vielen  physikalischen  Faktoren  abhängt  und 
letztendlich  die  Wanderungsgeschwindigkeit  v  eines  Teilchens  während  der 





=E⋅u              mit:                                     {7}
u … Mobilität,
v … Wanderungsgeschwindigkeit,
E … elektrische Feldstärke,
z … Nettoladung,
f = 6 · π · η · r … Reibungskoeffizient (Gesetz von Stokes).
Die  aufgrund  der  negativen  Überspiralisierung  schlanke  und  mobile  ccc-Form 
wandert  im  Agarosegel  weiter  als  die  relaxierte  und  ausladende  oc-Form  (vgl. 
Abbildung 3-18). Kommt es nun zu einer Wechselwirkung zwischen einem Wirkstoff 
und der Plasmid-DNA, so nimmt die negative Überspiralisierung der Plasmid-DNA 
ab,  was  zu  einer  Verminderung  der  elektrophoretischen  Mobilität  bis  hin  zur 
relaxierten oc-Form führt.  Hierbei muss auf die Konzentration der Testsubstanzen 
geachtet  werden,  da  eine  zu  große  Konzentration  zu  einer  positiven 
Überspiralisierung  und  folglich  wieder  zu  einer  größeren  elektrophoretischen 
Mobilität ähnlich der ccc-Form führt.
Abbildung 3-17: Unterschiedliche Konformationen der Plasmid-DNA: Überspiralisierung der relaxierten oc-Form 
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Für  den  Bandenretardationstest  wurde  pBR322  benutzt,  ein  im  Jahre  1977  von 
Francisco  Bolivar  und  Raymond  Rodriguez  künstlich  konstruiertes  Plasmid;  die 
fortlaufende Nummer 322 dient der Unterscheidung von ähnlichen Plasmiden.[129] Zu 
pBR322-DNA-Aliquots  (Endkonzentration  73,5  µg  /  ml  in  TE-Puffer)  wurden 
verschiedene Konzentrationen der zu testenden Substanzen (0, 5, 10, 25, 50 µM) 
pipettiert und für 24 h bei 37°C im Dunkeln inkubiert.  Nach der Inkubation wurde 
jedes Aliquot mit 5 µl DNA-Probenpuffer versetzt und auf ein 1%-iges Agarosegel 
aufgetragen.  Die  Elektrophorese  erfolgte  für  4  h  bei  66  V,  30  mA und  5  Watt. 
Anschließend wurde das Gel  20  min  in  eine  Agarosegel-Färbelösung gelegt  und 
danach kurz in 0,5× TBE-Puffer gewässert.  Die Geldokumentation erfolgte mittels 
UV-Transilluminator.[99, 130-131]
 3.6 Zellzyklus-Analyse
Proliferierende Zellen durchlaufen regelmäßig einen Teilungszyklus, auch Zellzyklus 
genannt, der zwischen 10 h und 24 h dauert. Er lässt sich in 4 verschiedene Phasen 
unterteilen, die nacheinander durchlaufen werden (vgl. Abbildung 3-17). Während der 
S-Phase (Synthese-Phase) wird die DNA repliziert; in der M-Phase (Mitose-Phase) 
findet  die  Zellteilung  statt.  Dazwischen  liegen  die  G-Phasen  (Gap-Phase,  gap = 
Lücke), die für das Zellwachstum durch RNA- und Protein-Synthese (G1-Phase) bzw. 
die Vorbereitung auf die Mitose (G2-Phase) genutzt werden.[132]








Zellen, die sich nicht teilen, weil sie ausdifferenziert sind, verlassen die G1-Phase 
und gehen in die G0-Phase über. Mitose-auslösende Signale allerdings ermöglichen 
einen Übergang zurück in die G1-Phase. Dauer und Abfolge der Phasen werden von 
sogenannten Kontrollpunkten (Checkpoints) überwacht, die dafür sorgen, dass erst 
dann  der  nächste  Schritt  im  Zellzyklus  erfolgt,  wenn  der  vorhergehende 
abgeschlossen  ist.  An  solchen  Checkpoints besteht  die  Möglichkeit  einer 
Unterbrechung (Arretierung) des Zellzyklus, mit der Folge der Apoptose-Initiation.[132] 
Für die Zellzyklus-Analyse wurden 5 ml der adhärenten 518A2-Zellen (0,5·105 pro ml) 
in  die  Wells einer  24-Well-Mikrotiterplatte  ausgesät.  Nach 24 h  wurden die  dicht 
gewachsenen  Zellen  für  6  bis  24  h  mit  den  entsprechenden  Substanzen  (5  μM 
Endkonzentration)  inkubiert,  anschließend  mittels  Trypsin-EDTA  von  den  Wells 
abgelöst und mit den losen Zellen aus dem zuvor abgenommenen Überstand für 10 
min bei 400 g (Eppendorf mini spin) und 4°C abzentrifugiert. Die Suspensionszellen 
HL-60 wurden auf eine Zelldichte von 5·105 pro ml gebracht, ebenfalls für 6 bis 24 h 
mit den entsprechenden Derivaten (5 ml,  5  μM Endkonzentration) im Brutschrank 
inkubiert  und  anschließend  abzentrifugiert.  Die  Zellpellets  wurden  mit  eiskaltem 
Ethanol  (70%) auf  eine Zelldichte von 1·106 pro  ml  gebracht  und für  mindestens 
60  min  bei  4°C  fixiert   und  anschließend  zentrifugiert.  Nach  einem Waschschritt 
wurden die Pellets in 50 µl Zellzyklus-Analyse-Färbelösung resuspendiert und nach 
einer  30-minütigen  Inkubation  im Brutschrank  (37°C)  mittels  Durchflusszytometrie 
(Cytomics  FC500,  Beckman  Coulter,  500  µl  Suspension  pro  FACS-Röhrchen) 
ausgewertet. Die entsprechenden Parameter sind in Tabelle 3-2 aufgelistet.[133]
Die  Zellen  wurden  zunächst,  wie  bereits  beschrieben,  mittels  Vorwärtsstreulicht 
(FSC) und Seitwärtsstreulicht (SSC) nach Größe und Körnung getrennt (vgl. 3.4.5 
Mitochondrienmembranpotential).  Zudem erfolgte  die  Messung des DNA-Gehaltes 
der  Zellen  bzw.  die  Analyse  deren Replikations-Status  mithilfe  des  in  der  Färbe-
lösung enthaltenen roten Fluoreszenzfarbstoffs Propidiumiodid, der in der Lage ist, in 
die DNA zu interkalieren (FL3-Kanal). Die Auswertung der Daten erfolgte mit dem 
Programm WinMDI (Version 2.9).[134]
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Tabelle 3-2: Zusammenfassung aller Parameter und Einstellungen zur Fluoreszenzmessung mittels Durchfluss-
zytometrie.
Parameter Detektor Spannung Verstärkungs-faktor Modus Anmerkung
P1 FSC 195 5,00 Lin
P2 SSC 269 1,00 Lin Schwellenwert 2
P3 FL1 393 1,00 Log Kompensation 0,3% FL3
P4 FL2 337 1,00 Log
P5 FL3 398 1,00 Log Kompensation 30% FL1
P6 AUX 724 1,00
 3.7 Zelluläre Aufnahme und Verteilung 
 3.7.1 Doxorubicinderivate
Wie  bereits  erwähnt,  sind  Mehrfachresistenzen  (MDR)  ein  Grund  für  eventuelle 
Misserfolge  in  der  Krebstherapie.  Ein  entscheidender  Punkt  für  die  MDR ist  die 
reduzierte intrazelluläre Wirkstoffansammlung durch verminderte Wirkstoffaufnahme 
und bzw. oder durch erhöhten Efflux (vgl. 1.5 Resistenzmechanismen und gezielte 
Verabreichung von Wirkstoffen). Da Doxorubicin (13) eine intrinsische Fluoreszenz 
aufweist, kann dies als Indikator für die Wirkstoffaufnahme und -ansammlung genutzt 
werden. Als Fluorophor dient dabei Dihydroanthrachinon (92),  welches bereits mit 
sichtbarem  Licht  angeregt  werden  kann;  das  Maximum  der  Anregung  liegt  bei 
480 bis 500 nm (vgl. Abbildung 3-19).[135-136] 









Zunächst wurden mithilfe eines Spektrophotometers (UV-160A UV-VIS) Absorptions-
spektren von Doxorubicin (13) und den Derivaten (26-38, 5 µM Endkonzentration in 
PBS-Puffer)  zwischen  200  und  600  nm  aufgenommen,  um  eine  geeignete 
Anregungswellenlänge  für  die  folgende  Fluoreszenzmessung  der  verschiedenen 
Derivate zu finden. Wie für Dihydroanthrachinon (92) lag das Maximum der Anregung 
zwischen 480 und 500 nm. Anschließend wurden mit einem Fluoreszenz-Spektro-
photometer (SFM 25) Fluoreszenzspektren von Doxorubicin (13) und den Derivaten 
(5 µM Endkonzentration in PBS-Puffer) zwischen 500 und 700 nm nach Anregung 
bei  490  nm  aufgenommen,  um  den  Einfluss  der  Fettsäure-Seitenketten  auf  die 
Fluoreszenz des Grundgerüstes zu messen.[136] 
 3.7.1.2 Zelluläre Aufnahme: Influx
Dank  der  intrinsischen  Fluoreszenz  der  Doxorubicinderivate  kann  deren  zelluläre 
Aufnahme  ohne  Zusetzen  anderer  Farbstoffe  direkt  aus  dem  Zellkulturmedium 
bestimmt  werden.  Hierbei  wurde  bewusst  auf  die  Messung  der  intrazellulären 
Fluoreszenz, etwa durch die Nutzung eines Durchflusszytometers verzichtet, denn 
die intrinsische Fluoreszenz von Doxorubicin (13)  nimmt durch die Interkalation in 
native DNA um mehr als 95% ab. An die DNA gebundenes Doxorubicin (13) würde 
also  durch  die  Messung  der  intrazellulären  Fluoreszenz  nicht  erfasst  werden. 
Ähnliches gilt auch für die Wechselwirkung von 13 mit anderen Biomolekülen.[137-139] 
Für die Messung der zellulären Aufnahme der Doxorubicinderivate wurden je 500 µl 
der  adhärenten  Zellen  (518A2,  HT-29,  KB-V1  sowie  MCF-7) nach  erfolgter 
Trypsinierung (vgl.  3.1  Zellkultivierung, 1·105 pro  ml)  in jedes  Well einer 24-Well- 
Mikrotiterplatte  pipettiert.  Von  den  Suspensionszellen  (HL-60)  wurden  500  µl  der 
Zelldichte 5·105 pro ml verwendet. Um Verfälschungen der Ergebnisse durch den im 
Zellkulturmedium  enthaltenen,  ebenfalls  fluoreszenten  pH-Indikator  Phenolrot  zu 
vermeiden,  wurde  für  diesen  Versuch  ausschließlich  Phenolrot-freies  Medium 
verwendet. Nach 24-stündiger Inkubation im Brutschrank wurden die Testsubstanzen 
(Endkonzentration 5 µM) hinzu pipettiert und für weitere 3 h inkubiert. Anschließend 
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wurden  je  100  µl  aus  dem Überstand  der  adhärenten  Zellen  in  die  Wells einer 
schwarzen 96-Well-Mikrotiterplatte  überführt  und die  Fluoreszenz bei  590 nm (20 
nm) nach Anregung bei 485 nm (20 nm) mithilfe des F200-Plattenreaders der Firma 
TECAN gemessen. Für die Suspensionszellen erfolgte zunächst ein Zentrifugations-
schritt  bei  300  g  und  4°C  (Eppendorf  mini  spin),  ansonsten  wurde  wie  bei  den 
adhärenten Zellen verfahren. Bezogen auf die Grundfluoreszenz der Derivate (0 h, 5 
µM im Medium)  wurde aus der  verbliebenen Fluoreszenzintensität  nach erfolgter 
Inkubation (3 h, im Medium) die zelluläre Aufnahme bestimmt.
 3.7.1.3 Wirkstoff-Ausschleusung: Efflux
Natürlich  kann mithilfe  der  intrinsischen Fluoreszenz nicht  nur  die  Aufnahme der 
Doxorubicinderivate  in  die  Zelle  verfolgt  werden,  sondern  auch  deren 
Ausschleusung.  Ein  vermehrter  Efflux  von  Wirkstoffen  beispielsweise  durch  die 
Überexpression von ABC-Transportproteinen ist meist mit einem hohen Widerstand 
der  Zelle  gegen  eine  Vielzahl  von  Therapeutika  verbunden  (vgl.  1.3  Resistenz-
mechanismen  und  gezielte  Verabreichung  von  Wirkstoffen).  Die  Fähigkeit  der 
Doxorubicinderivate,  Mehrfachresistenzen  zu  überwinden,  sollte  nicht  nur  mittels 
MTT-Test in Gegenwart geeigneter Inhibitoren der ABC-Transporter P-gp, BDRP und 
MRP-1 untersucht  werden  (vgl.  3.3.1.2  MDR-Sensitivität),  sondern  auch über  die 
Messung der zellulären Ausschleusung. 
Hierfür  wurde  wie  oben  beschrieben  verfahren  (vgl.  3.6.1.2  Zelluläre  Aufnahme: 
Influx);  nach  3-stündiger  Inkubation  mit  den  Testsubstanzen  wurde  das  Medium 
durch  frisches  Phenolrot-freies  Zellkulturmedium  ersetzt  und  die  Inkubation  für 
weitere  3  h  fortgesetzt.  Nach  der  Behandlung  wurde  wieder  die  Fluoreszenz  im 
Überstand bei 590 nm (20 nm) nach Anregung bei 485 nm (20 nm) mithilfe des F200-
Plattenreaders der  Firma TECAN gemessen.  Die Berechnung der  Ausschleusung 
erfolgte  analog  zur  Aufnahme  aus  der  verbliebenen  Fluoreszenz  nach  erfolgter 
Inkubation. Auf Standard-Efflux-Tests mittels des Fluoreszenzfarbstoffs Calcein (λex= 
495 nm, λem= 510 nm) musste aufgrund der Überlappung des Fluoreszenzspektrums 
mit dem von Doxorubicin (13, λex= 490 nm, λem= 555 nm) verzichtet werden.[140]
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 3.7.1.4 Zelluläre Verteilung: Fluoreszenzfärbungen
Um eine Verteilung der Doxorubicinderivate innerhalb der Zelle zu verfolgen, wurden 
verschiedene Fluoreszenzfärbungen im Helmholtz-Zentrum für  Infektionsforschung 
(HZI) in Braunschweig durchgeführt.
Dafür  wurden  PtK2-Zellen  auf  Deckgläschen  kultiviert:  Diese  wurden  wie  oben 
beschrieben  mit  Hilfe  von  Trypsin  passagiert.  In  jedes  Well einer  4-Well-Mikro-
titerplatte,  die  zuvor  mit  je  einem  sterilen  Deckgläschen  (Durchmesser  13  mm) 
präpariert wurde, wurden 750 µl der Zellsuspension gegeben und anschließend über 
Nacht bei 37°C inkubiert, um ein vollständiges Anheften der Zellen zu gewährleisten. 
Vor dem Erreichen der Konfluenz wurden die Doxorubicinderivate (Endkonzentration 
5-10 µM, DMSO < 0,1%) zugegeben und 2 h bis 16 h bei 37°C inkubiert. 
Nach erfolgter Inkubation wurde das Medium aus den Wells entfernt und 2× mit PBS 
gewaschen. Bei Bedarf wurden die Zellen an dieser Stelle 10 min mit dem Hoechst 
Lebendfarbstoff 33324 (5 µg / ml) behandelt, um den Zellkern sichtbar zu machen. 
Danach wurden die Deckgläschen aus den Wells entnommen und umgekehrt mit den 
Zellen  nach  unten  in  einen  Tropfen  PBS auf  einen  Objektträger  gelegt.  Um ein 
Austrocknen  der  Proben  zu  vermeiden,  wurde  herkömmlicher  Nagellack  zum 
Versiegeln auf dem Rand des Deckgläschens verteilt.
Einige Proben wurden nicht vital in PBS sondern fixiert mit einer Gegenfärbung des 
Golgi-Apparats betrachtet. Hierfür wurde nach der Inkubation ebenfalls das Medium 
aus  den  Wells entfernt  und  2× mit  PBS  gewaschen.  Anschließend  erfolgte  die 
Fixierung  der  Zellen  für  15  min  mit  3,7%  Formalin  in  PBS,  sowie  deren 
Permeabilisierung für 5 min mit  0,1% Triton X-100 in PBS. Zwischen den beiden 
Schritten  wurden  die  Zellen  mit  PBS gewaschen.  Für  alle  Schritte  der  Fixierung 
wurden je 500 µl pro Well verwendet. Vor der Färbung wurde außerdem mit 500 µl 
10% FBS in PBS blockiert.
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Für die Färbung des Golgi-Apparats wurden die Zellen 1 h mit 250 µl eines primären 
monoklonalen Anti-Golgi-Maus-Antikörpers (Verdünnung 1:100 in 10% FBS in PBS) 
bei 37°C inkubiert. Anschließend wurde mit PBS gewaschen und 45 min mit 250 µl 
des  sekundären  Antikörpers  inkubiert.  Hierbei  wurde  ein  Anti-Maus-Antikörper 
verwendet,  der  mit  dem grünen Fluoreszenzfarbstoff  AlexaFluor488 gekoppelt  ist. 
Nach einem erneuten Waschschritt wurden die Zellen 10 min mit DAPI (1 µg / ml) 
behandelt. Die Deckgläschen wurden aus den Wells entnommen und umgekehrt mit 
den Zellen nach unten in einen Tropfen Einbettmedium (Prolong Antifade Gold) auf 
einen Objektträger gelegt.  Die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen wurden mit 
der  CCD-Kamera Axiocam am Fluoreszenzmikroskop Axioplan  unter  Verwendung 
der Neofluar-Ojektive 20× und 40× (Filterset Texas Red, DAPI) erstellt.[141]
 3.7.1.5 Verteilung im Gewebe: Mausmodell
Um  eine  Verteilung  der  Doxorubicinderivate  innerhalb  eines  mehrzelligen 
Organismus zu verfolgen, wurden Tierversuche in der Unikinik in Erlangen-Nürnberg 
unter der Leitung von Prof. Dr. Matthias Ocker durchgeführt. 
Dafür  wurde  männlichen  NMRI  nu/nu  Mäusen  (durchschnittlich  35-45  g 
Körpergewicht, 10-18 Wochen alt)  Doxorubicin (13) sowie die Derivate  26 und  32 
intravenös (i.v., 1 mg / ml in steriler 0,9%-iger Kochsalzlösung) in einer Dosis von 2,8 
mg / kg Körpergewicht verabreicht. Die Kontrollgruppe erhielt i.v. die gleiche Menge 
Kochsalzlösung ohne Wirkstoff. Die Tiere wurden an den Zeitpunkten 0,5, 30, 60 und 
120 min nach Injektion durch Genickbruch getötet, die Organe (Herz, Lunge, Leber, 
Nieren, Milz und Brustbein) wurden entnommen, in Kryoröhrchen portioniert und in 
flüssigem Stickstoff tiefgefroren.[139]  Die Gewebeproben wurden nach dem Auftauen 
mit  eiskalter  0,9%-iger  Kochsalzlösung  gewaschen;  anschließend  erfolgte  die 
Extraktion in 1 ml 98%-igem Ethanol pro 5 mg Gewebeprobe für 1 min mit einem 
Homogenisator (Ultraturrax). Danach wurde die Fluoreszenz der Doxorubicinderivate 
in den Gewebeextrakten bei 590 nm (20 nm) nach Anregung bei 485 nm (20 nm) 
mithilfe  des  F200-Plattenreaders  der  Firma  TECAN  gemessen.[143] Für  die 
mikroskopischen  Untersuchungen  der  Gewebeproben  wurden  einige  Proben  in 
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Tissue  Freezing  Medium eingebettet  und  mit  einem  2800  Frigocut-E  Kryostat 
(Reichert-Jung)  in  20-35  µm  dünne  Gewebeschnitte  geschnitten  und  auf 
Superfrost/Plus-Objektträger plaziert. Ähnlich wurde für die in Parafin eingebetteten 
Proben  vorgegangen  (Mitarbeiter  der  Uniklinik  Erlangen-Nürnberg).  Die  Gewebe-
schnitte  wurden  anschließend  mit  einem  Axiovert  135  Fluoreszenzmikroskop 
(Filterset DAPI, Rhodamin, Vergößerung 32×) untersucht.[144]
 3.7.2 Thymochinonderivate: Markierung und Visualisierung
Thymochinon  (17)  weist  leider  keine  intrinsische  Fluoreszenz  auf,  was  die 
Untersuchung seiner intrazellulären Verteilung erschwert. Erste Vorarbeiten an den 
Beutelratten-Zellen  PtK2 (Dr.  Randi  Diestel,  HZI  Braunschweig)  mit  dem  Biotin-
markierten  Thymochinonderivat  76 ergaben  eine  Lokalisation  im  Zellkern  und  in 
unmittelbarer Nähe zum Zellkern (siehe Abbildung 3-20). Hierbei wurden die PtK2-
Zellen ebenfalls auf Deckgläschen in 4-Well-Mikrotiterplatten kultiviert, für 24 h mit 
dem Biotin-Konjugat  76 (30 µg / ml, ~ 6,5 µM) inkubiert,  anschließend fixiert und 
permeabilisiert  und schließlich  mit  einem Streptavidin-AlexaFluor488-Konjugat  (10 
µg/ml) gefärbt.  Nach der Gegenfärbung des Zellkerns mit DAPI (1 µg / ml) wurden 
die  Deckgläschen  mit  einem  Tropfen  Einbettmedium  (Prolong  Antifade  Gold) 
eingedeckt und fluoreszenzmikroskopisch untersucht (Axioplan, Filterset DAPI, FITC, 
Neofluar 40×, vgl. 3.6.1.4 Zelluläre Verteilung: Fluoreszenzfärbungen).[145-146] 
Abbildung 3-20: Intrazelluläre Verteilung des Biotin-Thymochinon-Konjugats  76: A) PtK2-Kontrollzellen (MeOH) 
sowie  B)  mit  76 (30  µg  /  ml,  24  h)  behandelte  PtK2-Zellen  nach  der  Färbung  mit  einem  Streptavidin-
AlexaFluor488-Konjugat und der Gegenfärbung des Zellkerns mit DAPI.[146]
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Derivat  76 schien hauptsächlich im Zellkern zu akkumulieren. Da Biotin selbst eine 
wichtige Rolle während der Histon-Modifikation spielt und die prosthetische Gruppe 
verschiedener  mitochondrialer  Carboxylasen  bildet,  war  das  Biotin-Streptavidin-
System  jedoch  nicht  sehr  eindeutig;  es  zeigte  sich  eine  starke  Färbung  der 
Mitochondrien sowohl in den behandelten als auch den Kontrollzellen.[147-148] 
Um die zelluläre Verteilung von Thymochinon (17) und seinen Derivaten noch besser 
untersuchen  zu  können,  wurden  die  beiden  Thymochinon-Alkine  77 und  78 
synthetisiert,  die  in  einer  in  vitro „Klick-Reaktion“  (1,3-dipolare  Azid-Alkin-
Cykloaddition  oder  Huisgen-Reaktion)  in  Gegenwart  von  Natriumascorbat  und 
Kupfersulfat  mit  verschiedenen  Cumarinaziden  reagieren  und  somit  in  der  Zelle 
lokalisiert werden können.[149-150] Die verwendeten Cumarinazide sind nicht toxisch, 
leicht  membrangängig  und  nur  gering  fluoreszent;  die  durch  die  „Klick-Reaktion“ 
entstehenden  Triazole  –  Abbildung  3-21  zeigt  das  aus  TQ-Alkin  78 und  dem 
Hydroxycumarinazid (79) entstehende Triazol  93 – sind dagegen stark fluoreszent 
und sollten die Lokalisation mittels Fluoreszenzmikroskopie erlauben.[77]
Abbildung  3-21: Kupfer-(I)-katalysierte  1,3-dipolare  Azid-Alkin-Cykloaddition  im  zellfreien  Ansatz:  Die  nicht-
fluoreszenten Verbindungen 78 und 79 reagieren zum stark fluoreszierenden Triazol 93.
Zunächst wurde die „Klick-Reaktion“ in einem zellfreien Ansatz durchgeführt. Hierfür 
wurden jeweils 5 µM Alkin 77-78 und Azid 79-81 in PBS-Puffer zusammen mit 1 mM 
Natriumascorbat  und  500  µM  Kupfersulfat  unterschiedlich  lang  bei  RT  und  im 
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Außerdem  wurden  verschiedene  zellbasierte  „Klick-Reaktionen“  im  Helmholtz-
Zentrum für Infektionsforschung (HZI) in Braunschweig durchgeführt.  Dafür  wurden 
die  PtK2-Zellen  wie  oben  beschrieben  auf  Deckgläschen  kultiviert  (vgl.  3.6.1.4 
Zelluläre  Verteilung:  Fluoreszenzfärbungen).  Vor  dem  Erreichen  der  Konfluenz 
wurden  die  TQ-Alkine  77 und  78 (Endkonzentration  16  µM,  DMSO  <  0,1%) 
zugegeben und für 16 h bei 37°C inkubiert. Nach der Inkubation wurde das Medium 
aus  den  Wells entfernt  und  zweimal  mit  PBS-Puffer  gewaschen.  Anschließend 
erfolgte  die  Fixierung  und  Permeabilisierung  der  Zellen  wie  oben  beschrieben. 
Danach wurden die Zellen für 30 min bei RT mit den Cumarinaziden 79-81 (5 µM) 
unter  Verwendung  des  Click-iT-cell  reaction  buffer  Kits  (440  µl  1× Click-iT  cell  
reaction  buffer  +  10  µl  CuSO4 +  50  µl  Click-iT  cell  buffer  additive)  gefärbt. 
Anschließend erfolgte die Gegenfärbung des Golgi-Apparats wie oben beschrieben 
(vgl.  3.6.1.4 Zelluläre Verteilung:  Fluoreszenzfärbungen),  mit  der Ausnahme, dass 
ein  an  den  roten  Fluoreszenzfarbstoff  AlexaFluor594  gekoppelter  sekundärer 
Antikörper verwendet wurde. Auf die Behandlung mit DAPI wurde verzichtet, da die 
Fluoreszenz nach erfolgter „Klick“-Reaktion ebenfalls blau fluoreszent erwartet wird. 
Die Deckgläschen wurden aus den Wells entnommen und umgekehrt mit den Zellen 
nach  unten  in  einen  Tropfen  Einbettmedium  (Prolong  Antifade  Gold)  auf  einen 
Objektträger  gelegt.  Die  fluoreszenzmikroskopischen  Aufnahmen  wurden  mit  der 
CCD-Kamera Axiocam am Fluoreszenzmikroskop Axioplan unter Verwendung des 
Neofluar-Ojektivs 40× (Filterset DAPI, Texas Red) erstellt.
Einzig 78 und 79 führten zellbasiert zu einer detektierbaren „Klick-Reaktion“, weshalb 
nur auf diese Ergebnisse eingegangen wurde.
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 4 Ergebnisse und Diskussion: Doxorubicin (13) und seine Derivate
 4.1 Bestimmung der Wirksamkeit: MTT-Test
 4.1.1 Effektivität
Die Doxorubicinderivate 26-38 sowie Doxorubicin (13) selbst wurden in vitro  mittels 
MTT-Test auf ihre Wachstums-inhibierende Funktion gegenüber 518A2 Melanom-, 
HL-60 Leukämie-, HT-29 Kolonkarzinom-, KB-V1VBL Zervixkarzinom- und MCF-7TOPO 
Mammakarzinom-Zellen untersucht. Die generelle Zelllinienspezifität – d.h. die  IC50-
Werte nach 72-stündiger Inkubation der Zellen mit einer Testsubstanz verglichen mit 
der mittleren Wirkung aller Testsubstanzen – ist in Abbildung 4-1 grafisch aufgeführt; 
eine  ausführliche  Auflistung  aller  Kurz-  und  Langzeitergebnisse  (24-72  h)  ist  im 
Anhang in den Tabellen A-1, A-2, A-4 und A-6 zu finden (vgl. 3.3.1.1 Effektivität). 
Abbildung 4-1: Generelle Zelllinienspezifität von Doxorubicin (13) und seinen Derivate 26-38 gegen 518A2-, HL-
60-, HT-29-, KB-V1VBL- sowie MCF-7TOPO-Zellen: Zelllinienspezifische Auftragung der logarithmierten IC50 (72 h)-
Werte der einzelnen Derivate relativ zum Mittelwert der logarithmierten IC50 (72 h)-Werte aller Derivate, negative 
bzw. positive Werte stehen für eine im Vergleich zum Mittelwert bessere bzw. schlechtere Wirkung der Derivate, 
Markierung der Wirkung von 13 (–—) zur besseren Vergleichbarkeit.
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Bereits während der Vorarbeiten kristallisierte sich die Variante der Hydrazonbildung 
als  effektivste  der  drei  möglichen Methoden zur  Derivatisierung des Doxorubicin-
Grundkörpers heraus.[59] Ein Vergleich von 26, 30 und 31 über alle Zelllinien hinweg 
zeigt, dass die Anbindung der gesättigten Margarinsäure via Hydrazon im besten Fall 
zu einer Wirkverbesserung gegenüber Doxorubicin (13) führt, wenigstens aber nicht 
wie für Ester  30 und Amid 31 zu einem Verlust der Effektivität (vgl. Abbildung 4-1). 
Für  die  systematisch  synthetisierten  Fettsäurederivate  26-29 konnte  eine 
Zelllinienspezifität festgestellt werden: An den mehrfachresistenten KB-V1VBL-Zellen 
schnitten diese Derivate besonders gut ab – allen voran 26, das mit einem Langzeit-
IC50-Wert von 5,07 ± 0,93 µM mehr als dreimal aktiver war als Doxorubicin (13, 18,34 
±  7,60  µM).  Im  Fall  der  sensitiven  HL-60  Leukämie-Zellen  sowie  der  mehrfach-
resistenten MCF-7TOPO Mammakarzinom-Zellen wirkte kein Derivat besser als 13; das 
Heptadecansäure-Doxorubicinhydrochlorid-Hydrazon (26) konnte verglichen mit den 
übrigen Fettsäurederivaten aber wenigstens mit der Wirkung von Doxorubicin (13) 
mithalten.[151]
Für die Hydrazonderivate (32-36)  mit  unterschiedlich langen (–)-Menthol- und (–)-
Borneol-terminierten  Fettsäureresten  konnte  ebenfalls  keine  Regelmäßigkeit  fest-
gestellt werden: Die Derivate 32-36 zeigten an den verschiedenen Zelllinien ähnliche 
Wirkprofile, jedoch gehörten  32 und  35 stets zu den besseren Testsubstanzen. In 
Bezug  auf  die  518A2  Melanom-Zellen  schnitt  Derivat  35 besonders  gut  ab  und 
übertraf mit einem IC50-Wert von 60 ± 10 nM nach 72 h Inkubation sogar die Wirkung 
von 13 um das Doppelte (120 ± 40 nM, vgl. Abbildung 4-1). Auch an den KB-V1VBL-
Zellen  zeigten  die  Derivate  32 und  35  eine  im  Vergleich  zu  Doxorubicin  (13) 
verbesserte Wirksamkeit.[151] 
Zudem  wurden  die  beiden  Hauptmetabolite  des  Doxorubicins  (13)  –  das 
Doxorubicinol  (37)  und  das  Doxorubicin-Aglycon  (38)  –  in  die  Tests  einbezogen. 
Beide  Metabolite  zeigten  jedoch  eine  drastische  Verminderung  der  Wirkung 
gegenüber 13 (vgl. Abbildung 4-1).
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 4.1.2 MDR-Sensitivität
Die  klinische  Anwendung  von  Doxorubicin  (13)  ist  u.a.  aufgrund  von  Mehrfach-
resistenzen limitiert.[31] Um Derivate zu identifizieren, die in der Lage sind, solche 
Resistenzen  zu  überwinden,  wurde  die  Wirkung  der  aktivsten  Derivate  an  den 
mehrfachresistenten  HT-29COLC-,  KB-V1VBL- und  MCF-7TOPO-Zellen  bzw.  an  den 
Doxorubicin-resistenten  HT-29DOX-,  KB-V1DOX- und  MCF-7DOX-Zellen  auf  Basis  des 
MTT-Tests mit der an den sensitiven, parentalen Zelllinien (HT-29-, KB-V1- und MCF-
7)  verglichen.  Die  IC50-Werte  nach  72  h  Inkubation  sowie  die  resultierenden 
Quotienten R(+/–) aus den  IC50-Werten an den resistenten und sensitiven HT-29-
Zellen sind in Tabelle 4-1 zusammengefasst. Idealerweise sollte R(+/–) bei 1 liegen; 
dann ähneln sich die IC50-Werte und die Anfälligkeit der Substanzen gegenüber dem 
Resistenzmechanismus ist eher gering (vgl. 3.3.1.2 MDR-Sensitivität).
Tabelle 4-1: Effektivität und MDR-Sensitivität von Doxorubicin (13) und seinen aktivsten Derivaten 26, 29, 32 und 
35 an HT-29-Zellen.
Testsubstanz
IC50 (72 h) [µM]a R (+/–)b
HT-29 HT-29COLC HT-29DOX HT-29  
COLC  
HT-29
HT-29  DOX  
HT-29
13 0,85 ± 0,11 0,69 ± 0,10 0,42 ± 0,12 0,8 0,5
26 3,62 ± 0,60 0,29 ± 0,10 3,18 ± 0,18 0,1 0,9
29 0,67 ± 0,12 0,58 ± 0,09 0,28 ± 0,13 0,9 0,4
32 1,57± 0,66 0,97 ± 0,34 1,12 ± 0,06 0,6 0,7
35 0,95 ± 0,002 0,50 ± 0,24 0,75 ± 0,05 0,5 0,8
a IC50-Werte erhalten nach 72-stündiger Behandlung der HT-29-Kolonkarzinom-Zellen mittels MTT-Test. Die Werte 
repräsentieren die Mittelwerte ± Standardabweichungen von fünf unabhängigen Experimenten.
b  Der Faktor R(+/–) ergibt  sich aus dem Quotienten der  IC50 (72 h)-Werte an den resistenten und sensitiven 
Zellen.
Da die  HT-29-Zellen  aufgrund  der  Überexpression  des  ABC-Transporters  MRP-1 
mehrfachresistent sind, verstärkt sich diese Resistenz durch die Sensibilisierung mit 
Colchichin (COLC) bzw. Doxorubicin (13, DOX) nicht mehr signifikant; die Wirkung 
der Testsubstanzen 13, 26, 29, 32 und 35 in resistenten und parentalen HT-29-Zellen 
war annähernd gleich.[38,43] Für 26 wurde allerdings festgestellt, dass die Wirkung in 
den resistenten HT-29COLC-Zellen im Vergleich zu den parentalen Zellen stieg. 
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In Bezug auf die Zervix- und Mammakarzinom-Zellen wurde analog vorgegangen, so 
dass auch hier ein Quotient R(+/–) aus den IC50 (72 h)-Werten an den resistenten und 
sensitiven Zellen ermittelt werden konnte (vgl. Tabelle 4-2). Die verwendeten  IC50-
Werte sind in den Tabellen A-4 bis A-7 im Anhang zu finden.




KB-V1  VBL  
KB-V1
KB-V1  DOX  
KB-V1
MCF-7  TOPO  
MCF-7
MCF-7  DOX  
MCF-7
13 366,8 35,8 11,2 18,4
26 8,3 3,9 27,9 11,6
29 31,1 3,5 23,9 12,9
32 29,5 5,3 15,7 8,1
35 4,6 0,6 6,1 2,4
a  Der Faktor R(+/–) ergibt  sich aus dem Quotienten der  IC50 (72 h)-Werte an den resistenten und sensitiven 
Zellen.
Anders als bei den HT-29-Zellen sind die Zervix- und Mammakarzinom-Zellen eher 
sensitiv,  zeigen  jedoch  nach  der  Langzeitbehandlung  mit  Vinblastin  (VBL)  bzw. 
Topotecan  (TOPO)  und  Doxorubicin  (13,  DOX)  eine  Überexpression  der  ABC-
Transporter  P-gp  und  BCRP.[48-49] Verglichen  mit  13 war  die  Anfälligkeit  aller 
getesteten Derivate gegenüber P-gp deutlich geringer,  was an dem mehr als 10× 
geringeren Quotienten KB-V1VBL/KB-V1 zu sehen ist (vgl. Tabelle 4-2). Am wenigsten 
durch P-gp beeinflusst schienen dabei die Derivate 26 und 35 zu sein, was die hohe 
Effektivität  dieser Derivate an den KB-V1VBL-Zellen erklärt  (vgl.  Abbildung 4-1). Im 
Gegenteil dazu ist der Einfluss des ABC-Transporters BCRP auf die Derivate 26, 29 
und  32 und folglich deren Ausscheidung verantwortlich für die geringe Wirkung an 
den MCF-7TOPO-Zellen. Im Fall der Doxorubicin-resistenten KB-V1DOX- und MCF-7DOX-
Zellen  konnte  die  geringste  MDR-Sensitivität  für  das  11-[(–)-Menthoxy-carbonyl]-
undecansäure-Doxorubicinhydrochlorid-Hydrazon (35) verzeichnet werden. Weiterhin 
wurden MTT-Tests an den HT-29-,  KB-V1VBL-  und MCF-7TOPO-Zellen in Gegenwart 
geeigneter Inhibitoren der ABC-Transporter MRP-1, P-gp und BCRP durchgeführt. 
Die  resultierenden  Quotienten  R(+/–) aus  den  IC50 (72  h)-Werten  mit  und  ohne 
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Inhibitorzugabe sollten idealerweise – also bei möglichst geringem Einfluss der ABC-
Transporter – nahe 1 liegen (vgl. Tabelle 4-3). 






*KB-V1  VBL  
KB-V1VBL
*MCF-7  TOPO  
MCF-7TOPO
13 0,3 0,1 0,1
26 0,3 0,7 0,1
29 0,2 0,2 0,1
32 0,4 0,2 0,2
35 0,3 0,1 0,03
a Der Faktor R(+/–) ergibt sich aus dem Quotienten der IC50 (72 h)-Werte mit und ohne Inhibitorzugabe.
*  24  h  vor  Zugabe der  Testsubstanzen wurde  MK571 (10 µM)  zur  MRP-1-Inhibierung  in  den  HT-29-Zellen, 
Verapamil (24 µM) zur Inhibierung von P-gp in den KB-V1VBL-Zellen und Fumitremorgin C (1,2 µM) zur BCRP-
Inhibierung in den MCF-7TOPO-Zellen verabreicht.
Es konnte erneut gezeigt werden, dass das Derivat  26 verglichen mit den übrigen 
Testsubstanzen am wenigsten vom ABC-Transporter P-gp beeinflusst wird; der MDR-
Sensitivitäts-Faktor  R(+/–)  lag  hier  bei  0,7.  Das  bestätigt  die  vorangegangenen 
Versuche;  das  Doxorubicinderivat  26 ist  in  der  Lage,  P-gp-bedingte  Mehrfach-
resistenzen zu überwinden.[151]
Die  resistenten  HT-29  Kolonkarzinom-Zellen  überexprimieren  neben  dem  ABC-
Transporter  MRP-1  auch  UDP-Glucuronosyltransferasen  (UGTs),  die  für  die 
Glucuronisierung und Ausschleusung von Wirkstoffen auch unabhängig von MRP-1 
verantwortlich sind. Um den Einfluss der UGTs auf die Wirkung der Testsubstanzen 
zu  untersuchen,  wurden  MTT-Tests  an  den  HT-29-Zellen  in  Gegenwart  des 
spezifischen  UGT-Inhibitors  Propofol  durchgeführt  (vgl.  3.3.2  MDR-Sensitivität, 
Tabelle A-3 im Anhang). Die Wirkung der Testsubstanzen 13, 26, 29, 32 und 35 nahm 
bei Verwendung des Inhibitors im Vergleich zu den „UGT-intakten“ HT-29-Zellen zu. 
Dies spricht entweder für eine Glucuronisierung und anschließende Entgiftung der 
Zelle  durch  andere  Transporter  (≠  MRP-1)  oder  einen Wirkungsverlust  durch  die 
Glucuronisierung. 
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 4.1.3 Selektivität
Zur Überprüfung der Tumorselektivität der Testsubstanzen wurde der therapeutische 
Index TI bestimmt. Es handelt sich hierbei um den Quotienten aus den IC50-Werten 
an  den nicht-malignen  Fibroblasten  (HF)  und den  IC50-Werten  an  den Melanom-
Zellen (518A2). Die verwendeten  IC50-Werte nach 72-stündiger Inkubation und die 
therapeutischen Indices sind im Tabelle 4-4 zusammengefasst. Idealerweise sollte 
der Wirkstoff möglichst selektiv die Tumorzellen bekämpfen, ohne jedoch gesunde, 
nicht-maligne Zellen zu beeinflussen; TI sollte demnach möglichst groß sein.
Tabelle 4-4:  Selektivität von Doxorubicin (13) und seinen aktivsten Derivaten  26, 29,  32 und  35 an Melanom-
Zellen (518A2) im Vergleich zu nicht-malignen Fibroblasten (HF).
Testsubstanz
IC50 (72 h) [µM]a TIb
HF 518A2    HF  518A2
13 6,93 ± 3,70 0,12 ± 0,04 57,8
26 1,11 ± 0,74 0,11 ± 0,05 10,1
29 4,07 ± 2,26 0,14 ± 0,03 29,1
32 3,49 ± 0,99 0,14 ± 0,01 24,9
35 2,88 ± 0,14 0,06 ± 0,01 48,0
a IC50-Werte erhalten nach 72-stündiger Behandlung der HF Fibroblasten und 518A2 Melanom-Zellen mittels MTT-
Test. Die Werte repräsentieren die Mittelwerte ± Standardabweichungen von fünf unabhängigen Experimenten.
b Der therapeutische Index TI ergibt sich aus dem Quotienten der IC50 (72 h)-Werte an den HF Fibroblasten und 
den 518A2 Melanom-Zellen.
Der beste therapeutische Index TI ergab sich für Doxorubicin (13) selbst; das beste 
Derivat stellte in dieser Hinsicht 35 dar. Bei den übrigen Derivaten war die Selektivität 
zwischen  malignen  Tumorzellen  und  nicht-malignen  Fibroblasten  nicht  mehr 
befriedigend. 
Abschließend kann gesagt werden, dass die Derivatisierung von Doxorubicin (13) vor 
allem in den resistenten Zelllinien zu einer Verbesserung der Wirkung (vgl.  26,  35) 
führt. Zudem konnten Ansätze gezeigt werden,  P-gp-bedingte Mehrfachresistenzen 
mit geeigneten Derivaten (26) zu überwinden.[151]
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 4.2 Nachweis von Apoptose
 4.2.1 Morphologie
Die  Apoptose-bedingten  morphologischen  Veränderungen  der  Zellen  nach  der 
Behandlung  mit  Doxorubicinderivaten  konnten mikroskopisch  verfolgt  werden.  Als 
Beispiel wurden mikroskopische Aufnahmen der 518A2 Melanom-Zellen gewählt, die 
für 6 h bzw. 24 h mit dem Doxorubicinderivat  11-[(–)-Menthoxy-carbonyl]-undecan-
säure-Doxorubicinhydrochlorid-Hydrazon (35)  inkubiert  worden waren (Endkonzen-
tration jeweils 5 µM). Bereits nach 6-stündiger Inkubation mit 35 war der Verlust von 
Zellverbindungen  festzustellen;  nach  längeren  Inkubationszeiten  konnte  das 
Schrumpfen  der  Zellen  und  deren  Unterteilung  in  membrangebundene  Vesikel 
(apoptotische Körperchen) beobachtet werden (vgl. Abbildung 4-2).
Abbildung 4-2: Mikroskopische Aufnahme der 518A2 Melanom-Zellen nach 6- (A) bzw. 24-stündiger Inkubation 
(B)  mit  dem  Doxorubicinderivat  11-[(–)-Menthoxy-carbonyl]-undecansäure-Doxorubicinhydrochlorid-Hydrazon 
(35, 5 µM)): Zu den typischen Apoptose-bedingten, morphologischen Veränderung der behandelten Zellen zählt 
deren  Schrumpfen  und der  Verlust  von  Zellverbindungen  (∆)  sowie  die  Unterteilung  der  Zelle  in  membran-
gebundene Vesikel (▲); Axiovert 135, Achrostigmat-Objektiv 35×. Maßstabsbalken: 100 µm.
Das  Auftreten  dieser  morphologischen  Veränderungen  darf  nicht  als  eindeutige 
Nachweismethode der  Apoptose verstanden werden,  sie  kann aber  bereits  einen 
Hinweis darauf geben.
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 4.2.2 DNA-Fragmentierung
Die  DNA-Fragmentierung  gilt  als  typisches  Merkmal  zur  Identifizierung  von 
apoptotisch sterbenden Zellen und wird daher zu deren Nachweis herangezogen. 
Dabei  können die  DNA-Fragmente  direkt  nach der  Inkubation  mit  den Apoptose-
auslösenden  Substanzen  isoliert  und  mittels  Gelelektrophorese  aufgetrennt  und 
visualisiert  werden.  Weiterhin  kann  die  Fragmentierung  der  zellulären  DNA auch 
immunohistochemisch durch enzymatische  in  situ-Färbungen – beispielsweise mit 
dem TUNEL-Test – analysiert werden (vgl. 3.4.2 DNA-Fragmentierung).
 4.2.2.1 TUNEL-Test
Der TUNEL-Test beruht auf der Fluoreszenzmarkierung der während der Apoptose 
frei  werdenden 3`-OH-Gruppen durch  das Enzym TdT (terminal  deoxynucleotidyl  
transferase)  mit  Fluorescein-konjugierten  Nukleotiden (dUDPs).  Die  Detektion der 
fluoreszierenden DNA-Fragmente erfolgt normalerweise mithilfe eines Fluoreszenz-
mikroskops. Leider konnte der TUNEL-Test in Verbindung mit Doxorubicin (13) und 
seinen Derivaten 26-38 nicht durchgeführt werden, da sich die Fluoreszenzspektren 
von Fluorescein (λex= 485 nm, λem= 510 nm) und Doxorubicin (13) (λex= 490 nm, λem= 
555 nm) zu sehr überlappen (vgl.  4.6.1 Fluoreszenzspektren).  Aus diesem Grund 
wurde die DNA-Fragmentierung mittels Gelelektrophorese untersucht.[59,132]
 4.2.2.2 Gelelektrophorese
Hierfür  wurde die  genomische DNA aus 518A2 Melanom- bzw. HL-60 Leukämie-
Zellen isoliert, die zuvor für bis zu 24 h mit Doxorubicin (13) und seinen Derivaten 26-
38 inkubiert worden waren. Nach kurzen Inkubationszeiten von nur 6-8 h konnte an 
den  518A2-Zellen  kaum  Fragmentierung  der  zellulären  DNA festgestellt  werden; 
längere  Behandlungen  dieser  Zellen  mit  13 bzw.  26-35 jedoch  führte  zu  einer 
deutlichen  DNA-Fragmentierung.[59]  Es  konnten  die  typischerweise  auftretenden 
DNA-Fragmente  von  etwa  200  bp,  400  bp  bzw.  600  bp  erhalten  werden  (vgl. 
Abbildung 4-3).[95]
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Abbildung 4-3:  DNA-Fragmentierung in den 518A2 Melanom-Zellen nach 6- (A) bzw. 24-stündiger Inkubation 
(B) mit Doxorubicin (13) und seinen Derivaten 26, 29, 32 und 35 (je 5 µM, Kontrolle = K): native ServaGele (10 × 
10 cm, pH 7,4), DNA-Standard (rechts): GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder (0,5 µg), Laufpuffer: 1× TBE, 7 V / cm.  
Im Fall der HL-60-Zellen konnte bereits nach 6 h ein deutliches Fragmentierungs-
muster  (mit  DNA-Fragmenten  der  Größe  200  bp,  400  bp  bzw.  600  bp)  für  die 
aktivsten Derivate erhalten werden (vgl. Abbildung 4-4).[59] Diese Ergebnisse passen 
sehr gut zu denen aus dem MTT-Test: Die dort aktiveren Test-substanzen führten zu 
einer stärkeren Fragmentierung der DNA.
Abbildung 4-4: DNA-Fragmentierung in den HL-60 Leukämie-Zellen nach 6- (A) bzw. 24-stündiger Inkubation 
(B) mit Doxorubicin (13) und seinen Derivaten 26, 29, 32 und 35 (jeweils 5 µM, Kontrolle = K): native ServaGele 
(10 × 10 cm, pH 7,4), DNA-Standard: GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder (0,5 µg), Laufpuffer: 1× TBE, 7 V / cm.  
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 4.2.3 Bestimmung der Caspase-Aktivitäten
Die Auslösung der Apoptose geht meist einher mit der Aktivierung von Caspasen, die 
für  die  Weiterleitung  von  Zelltod-Signalen  und  den  Abbau  zellulärer  Strukturen 
verantwortlich  sind.  Zur  Bestimmung  der  Caspase-Aktivitäten  nach  dem  Zellauf-
schluss behandelter 518A2 Melanom- bzw. HL-60 Leukämie-Zellen wurden lumino-
metrische  Assay-Kits  herangezogen.  Weiterhin  erfolgte  die  Untersuchung  der 
Caspase-9-Aktivierung in Abhängigkeit von der Caspase-8 mithilfe von Western Blot-
Analysen (vgl. 3.4.3 Bestimmung der Caspase-Aktivitäten).
 4.2.3.1 Caspase-Aktivitätsbestimmung
Die Aktivität der Caspasen-3, -8 und -9 nach einer Inkubation der 518A2 Melanom- 
bzw.  HL-60  Leukämie-Zellen  von  bis  zu  24  h  mit  Doxorubicin  (13)  und  seinen 
Derivaten 26, 29, 32 und 35 ist in Abbildung 4-5 aufgezeigt. Für Doxorubicin (13) und 
das  aktivste  Derivat  11-[(–)-Menthoxy-carbonyl]-undecansäure-Doxorubicinhydro-
chlorid-Hydrazon (35)  wurden ähnliche Caspase-Kinetiken erhalten: In den 518A2 
Melanom-Zellen,  in  denen  aufgrund  einer  Überexpression  des  anti-apoptotischen 
Proteins Bcl-2 sowohl der intrinsische, mitochondriale Apoptose-Pfad als auch der 
extrinsische Weg über die Aktivierung der Caspasen-8 und -3 gehemmt ist,  kam es 
nach 8 h Inkubation mit  13 oder  35 zu einem starken Anstieg in der Caspase-9-
Aktivität.[33-34] In den HL-60 Leukämie-Zellen dagegen war für diese beiden Derivate 
bereits nach 4 h eine erhöhte Aktivität der Effektor-Caspase-3 zu verzeichnen. Diese 
kann auch unabhängig von den Initiator-Caspasen-8 und -9  aktiviert  werden und 
über die Caspase-Kaskade zu einer Rekrutierung anderer Caspasen führen.[102] Die 
Caspasen-8 und -9 zeigten eine deutliche Aktivität erst nach 8 h bis 12 h, was auf 
eine Aktivierung durch die Caspase-3 schließen lässt.[151] 
Die  Fettsäurederivate  26 und  29 führten  in  den  518A2-Zellen  zu  einer  stetigen 
Verstärkung der Caspase-9-Aktivität zwischen 1 h und 24 h Inkubation. In den HL-60 
Leukämie-Zellen dagegen bewirkten diese Derivate die Aktivierung der Caspasen-8 
und -3 nach einer 8-stündigen Inkubation.[151] 
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Abbildung 4-5: Caspase-3-, -8- und -9-Aktivität in den 518A2-Zellen (links) sowie HL-60-Zellen (rechts) nach 
einer Inkubation mit Doxorubicin (13) und seinen Derivaten 26, 29, 32 und 35: Verwendung der luminometrischen 
Assays Caspase-Glo 3/7, 8 und 9; Darstellung der Aktivitäten der Caspasen-3/7 (■), -8 (♦) und -9 (▲) als relative 
Lumineszenzintensitäten. Diese Daten repräsentieren die Ergebnisse von zwei unabhängigen Messungen.
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Die  einzige  Ausnahme unter  den  Doxorubicinderivaten  bildete  das 11-[(–)-Menth-
oxycarbonyl]-ethansäure-Doxorubicinhydrochlorid-Hydrazon (32): Die Inkubation mit 
diesem Derivat führte in den HL-60-Zellen bereits nach 4 h zu einer Aktivierung der 
Caspase-8;  das  Aktivitätsmaximum  der  Effektor-Caspase-3  dagegen  wurde  erst 
deutlich später, nämlich nach 18 h erreicht. Auch in den 518A2-Zellen bewirkte  32 
eine frühe Aktivierung der Caspase-8 (6 h bis 8 h), wahrscheinlich mit der Folge der 
Rekrutierung der übrigen Caspasen (vgl. 4.2.3.2 Western Blot-Analyse).[151] 
 4.2.3.2 Western Blot-Analyse
Da  das  11-[(–)-Menthoxy-carbonyl]-ethansäure-Doxorubicinhydrochlorid-Hydrazon 
(32)  an  den  518A2-Zellen  als  einziges  Derivat  zu  einer  initialen  Aktivierung  der 
Caspase-8  führte,  sollte  unter  Verwendung  eines  Caspase-8-Inhibitors  überprüft 
werden, ob diese unmittelbar eine Rekrutierung der Caspase-9 bewirkte. In ersten 
MTT-Test  mit  und  ohne  Verwendung  des  Caspase-8-Inhibitors  konnte  gezeigt 
werden, dass die Caspase-8 für die Apoptose-Initiation nach der Behandlung mit 32 
von  entscheidender  Bedeutung  ist;  die  Wirkung  von  32 nahm  im  MTT-Test  bei 
Caspase-8-Inhibierung um mehr als das Doppelte ab. Dennoch war noch Aktivität 
vorhanden (IC50 (518A2 + Casp-8-Inhibitor): 340 ± 90 nM), was für einen weiteren 
Apoptose-auslösenden  Pfad über  die  Caspase-9  unabhängig  von  der  Caspase-8 
spricht. Für die übrigen Derivate konnte kein Effekt festgestellt werden. Es wurden für 
Derivat  32 weiterhin  Western  Blot-Analysen  der  Caspase-9  mit  und  ohne 
Verwendung  des  Caspase-8-Inhibitors  durchgeführt;  jedoch  konnte  keine  Ver-
änderung im Aktivierungsmuster gezeigt werden (vgl. Abbildung 4-6). Sowohl mit als 
auch ohne gleichzeitige Inhibierung der Caspase-8 lag das Maximum der Caspase-
9-Aktivierung  im  Western  Blot  bei  18  h.  Das  bestätigt  die  Ergebnisse  aus  dem 
Caspase-Glo 8 Assay: Auch hier lag das Maximum der Caspase-9-Aktivität bei 18 h 
Inkubation  der  518A2-Zellen  mit  32.  Nach  längeren  Inkubationszeiten  schien  die 
aktive Caspase-9 wie  auch die  inaktive Pro-Caspase-9 nicht  mehr  zugänglich zu 
sein, was durch einen Abbau von zellulären Strukturen nach längerer Einwirkung von 
32 zu erklären ist.
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                            K         1          2          4         6         8        18       24        48        72   [h]
Abbildung 4-6: Western Blot-Analyse an 518A2 Melanom-Zellen nach bis zu 72-stündiger Inkubation mit 32 (5 
µM): A) Zeit-abhängige Aktivierung der Caspase-9 ohne und B) mit gleichzeitiger Inhibierung der Caspase-8; 
12%-ige ClearPAGE-Gele (10 × 10 cm), Protein-Standard: Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder (10 
µl), Laufpuffer: 1× SDS reducing buffer, 12 V / cm, 120 min, Ladekontrolle erfolgte durch β-Actin.   
 4.2.4 Apoptose-Regulationsproteine: Bcl-2, Bax und Bid
Um  den  Mechanismus  der  Apoptose  weiter  einzugrenzen,  wurden  außerdem 
Western  Blot-  und  real  time-PCR-Analysen  für  die  Apoptose-Regulationsproteine 
Bcl-2, Bax und Bid durchgeführt (vgl. 3.4.4 Apoptose-Regulationsproteine: Bcl-2, Bax 
und Bid). 
 4.2.4.1 Western Blot-Analyse
Die Western Blot-Analysen für  Bid,  dem  BH3-only-Mitglied  der  Bcl-2-Familie,  das 
nach Aktivierung durch die Caspase-8 zur Freisetzung von Cytochrom c führen kann, 
zeigten für Derivat 32 mit und ohne Inhibierung der Caspase-8 keinerlei Aktivierung 
von Bid zu tBid, weshalb auf eine ausführliche Darstellung in dieser Arbeit verzichtet 
wurde  (vgl.  3.4.4  Apoptose-Regulationsproteine:  Bcl-2,  Bax  und  Bid).[107] Dies 
bestätigt jedoch noch einmal die Unabhängigkeit des intrinsischen, mitochondrialen 
Pfads (via Caspase-9) vom extrinsischen Weg (via Caspase-8) bei der Apoptose-
Initiation durch das Doxorubicinderivat 32. 
Für  Bax  bzw.  Bcl-2  wurden  ebenfalls  Western  Blot-Analysen  durchgeführt;  die 
Antikörperbindung  war  in  beiden  Fällen  jedoch  zu  unspezifisch,  weshalb  auf  die 
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 4.2.4.2 Quantitative real time-PCR
Aus  den  durch  die  real  time-PCR-Analysen  ermittelten  bax-  bzw.  bcl-2-mRNA-
Expressionen wurden für Doxorubicin (13) und seine Derivate 26, 29, 32 und 35 die 
Apoptose-relevanten Verhältnisse der bax- zu bcl-2-mRNA in den Zelllinien 518A2 
und HL-60 berechnet (vgl. Abbildung 4-7). Bei einem pro-apoptotischem Verhältnis 
(Bax >> Bcl-2) bildet sich ein Mega-Kanal aus Bax-Oligomeren, der einen Einstrom 
verschiedenster Ionen und eine Abnahme im Transmembranpotential ermöglicht. Die 
hierfür verwendeten Daten sind im Anhang in den Tabelle A-18 und A-19 zu finden.
Abbildung 4-7:  bax / bcl-2 mRNA-Expression in 518A2 Melanom- und HL-60 Leukämie-Zellen nach 0 h (K = 
Kontrolle), 6 h bzw. 18 h Inkubation (5 µM) mit Doxorubicin (13) und seinen Derivaten 26, 29, 32 und 35. Diese 
Daten repräsentieren die Ergebnisse von zwei unabhängigen Messungen.  
In  den  518A2  Zellen  führten  alle  getesteten  Doxorubicinderivate  nach  längeren 
Inkubationszeiten (18 h) durch die vermehrte bax-mRNA-Expression zu einem pro-
apoptotischen Verhältnis  der bax-  zu bcl-2-mRNA. Für  die (–)-Mentholderivate  32 
und 35 wurde dies ebenfalls nach kürzeren Inkubationszeiten von nur 6 h erhalten; 
Derivat  32 zeigte  nach  dieser  Zeit  einen  enormen  Abfall  in  der  bcl-2-mRNA-
Expression, der höchstwahrscheinlich mit der Aktivierung der Caspase-8 einher ging 
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Im Fall  der  HL-60-Zellen  war  ein  pro-apoptotisches Verhältnis  der  bax-  zu bcl-2-
mRNA nach einer 18-stündigen Inkubation nur für  29,  32 und  35 zu verzeichnen. 
Doxorubicin  (13)  und  sein  Derivat  26 zeigten  dagegen  ein  Level  unter  Kontroll-
Niveau. Andere Arbeitsgruppen hatten bereits einen frühen Anstieg der bax- zu bcl-2-
mRNA-Expression  in  HL-60-Zellen  nach  2-6  h  Inkubation  mit  Doxorubicin  (13) 
beschrieben, nach 6 h Inkubation schien dieses Verhältnis wieder zu sinken.[152] Die 
Inkubationszeiten  waren  für  die  Derivate  13 und  26 zwar  nicht  optimal  gewählt, 
dennoch  wurde  die  Verbindung  der  Apoptose-Initiation  durch  die  vermehrte 
Expression von bax und die Aktivierung der Caspasen-3, -8 und -9 deutlich. 
 4.2.5 Mitochondrienmembranpotential
Das Zusammenbrechen des elektrochemischen Gradienten der Mitochondrien  ΔΨ 
stellt ein zentrales Ereignis während der Apoptose dar, das mithilfe des kationischen 
Fluoreszenzfarbstoffs  JC-1  84 nachgewiesen werden kann.  Der  lipophile  Fluores-
zenzfarbstoff  liegt  einerseits  im  Zytoplasma  in  Form  von  grün  fluoreszierenden 
Monomeren  vor,  andererseits  bilden  sich  in  der  Mitochondrienmatrix  rot  fluores-
zierende Aggregate. In apoptotischen Zellen wird aufgrund des kollabierten elektro-
chemischen  Gradienten  ΔΨ vermehrt  grüne  Fluoreszenz  gemessen  (vgl.  3.4.5 
Mitochondrienmembranpotential).  Diese Veränderungen im Mitochondrienmembran-
potential nach der Inkubation der 518A2 Melanom- bzw. HL-60 Leukämie-Zellen mit 
Doxorubicin (13) bzw.  26-38 wurden zunächst mittels Durchflusszytometrie (FACS, 
fluorescence  activated  cell  sorting)  untersucht.  Das  Prinzip  dieser  Messmethode 
beruht auf der Lichtemission von Zellen nach der Anregung mit einem Laserstrahl. 
Dabei  erfolgt  die  Trennung  der  Zellen  (insgesamt  10000)  mittels  Vorwärts-  und 
Seitwärtsstreulicht  (FSC,  SSC)  nach  Körnung  bzw.  Größe  und  gleichzeitig  die 
Messung der grünen (FL1-H) bzw. roten Fluoreszenz (FL2-H) des von den Zellen 
aufgenommenen Fluoreszenzfarbstoffs. 
Die  Daten wurden mit  dem Programm  WinMDI (Version  2.9)  ausgewertet,  wobei 
zunächst diejenigen Zellen im DotPlot (FSC-H / SSC-H, Lin) mit einem Polygon R1 
markiert wurden, die laut Körnung zu den vitalen zählen (vgl. Abbildung 4-8, A).[153] 
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Abbildung 4-8:  Durchflusszytometrische Analyse JC-1-gefärbter, unbehandelter HL-60-Zellen (A-C) bzw. JC-1-
gefärbter HL-60-Zellen nach 24-stündiger Inkubation mit Doxorubicin (13, 5 µM, D-F): A, D) DotPlot  aller 10000 
Zellen (FSC-H / SSC-H), das Polygon R1 markiert die vitalen Zellen; B, E)  DensityPlot   (FL1-H / FL2-H) aller 
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Anschließend wurden die so markierten Zellen in einem DensityPlot (FL1-H / FL2-H, 
Log) dargestellt. Dieser wurde in 4 Quadranten eingeteilt, wobei im Fall der Kontrolle 
mehr als 95% aller Zellen im oberen rechten Quadrant (Quad OR) liegen sollten (vgl. 
Abbildung 4-8, C). Das Polygon R1 wurde für die behandelten Zellen übernommen 
(vgl. Abbildung 4-8, D), so dass sich im DensityPlot eine Verringerung der Zellzahl in 
Quadrant  OR ergab (vgl.  Abbildung 4-8,  F).  Die  Diskriminierung der  Zellen unter 
Verwendung eines Polygons ist dabei nicht zwingend, man erhält jedoch deutlichere 
Ergebnisse (vgl. Abbildung 4-8, B, C, E und F).[153] 
Abbildung 4-9:  Durchflusszytometrische Analyse von JC-1-gefärbten 518A2-Zellen nach 6-stündiger Inkubation 
mit DMSO (A, C) bzw. Doxorubicin (13, 5 µM, B, D): A, B)  DotPlot  aller 10000 Zellen (FSC-H / SSC-H), das 
Polygon R1 markiert die vitalen Zellen; C, D) DensityPlot  (FL1-H / FL2-H) aller 10000 Zellen; C, F) DensityPlot  
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Nach dieser Methode wurde für die 518A2- bzw. HL-60-Zellen nach der Inkubation 
mit  Doxorubicin  (13)  und  seinen  Derivaten  26,  29,  32 und  35 vorgegangen. 
Ausgewählte Analysen hierzu sind in den Abbildungen 4-9 bis 4-11 dargestellt, alle 
übrigen Graphen befinden sich im Anhang. Ein Vergleich der Abbildungen 4-9 und 4-
10 zeigt sehr deutlich die Abnahme der intakten Mitochondrien nach der Behandlung 
mit Doxorubicin (13). Während eine Inkubation von 6 h kaum eine Veränderung der 
Mitochondrien bewirkte, zeigte sich nach 18 h bereits eine deutliche Reduzierung der 
Zellen mit intakten Mitochondrien (vgl. Abbildung 4-10, D, OR).[153]  
Abbildung  4-10:   Durchflusszytometrische  Analyse  von  JC-1-gefärbten  518A2-Zellen  nach  18-stündiger 
Inkubation mit DMSO (A, C) bzw. Doxorubicin (13, 5 µM, B, D): A, B) DotPlot  aller 10000 Zellen (FSC-H / SSC-
H), das Polygon R1 markiert die vitalen Zellen; C, D)  DensityPlot   (FL1-H / FL2-H) aller 10000 Zellen; C, F) 
DensityPlot  (FL1-H / FL2-H) aller Zellen innerhalb des Polygons R1. Diese Daten repräsentieren die Ergebnisse 
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Für die HL-60-Zellen ergab sich ein ähnliches Bild: Nach einer längeren Inkubation 
(18  h)  mit  Doxorubicin  (13) wurden  vermehrt  Zellen  mit  defekten  Mitochondrien 
erhalten (vgl. Abbildung 4-11).[153]
Abbildung  4-11:   Durchflusszytometrische  Analyse  von  JC-1-gefärbten  HL-60-Zellen  nach  18-stündiger 
Inkubation mit DMSO (A, C)  Doxorubicin (13, 5 µM, B, D): A, B) DotPlot  aller 10000 Zellen (FSC-H / SSC-H), 
das  Polygon  R1  markiert  die  vitalen  Zellen;  C,  D)  DensityPlot  (FL1-H  /  FL2-H)  aller  10000  Zellen;  C,  F) 
DensityPlot  (FL1-H / FL2-H) aller Zellen innerhalb des Polygons R1. Diese Daten repräsentieren die Ergebnisse 
von zwei unabhängigen Messungen.
Um unabhängig von der Zellzahl zu sein, wurde die Messung des Mitochondrien-
membranpotentials  vom  FACS  auf  den  Fluoreszenz-Plattenreader  übertragen. 
Hierbei  wird  das  Verhältnis  von  roter  zu  grüner  Fluoreszenz  bestimmt,  was  für 
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Die HL-60 Leukämie-Zellen, die 18 h mit Doxorubicin (13) und seinen Derivaten 32 
und 35 inkubiert wurden, zeigten eine deutliche Abnahme der intakten Mitochondrien 
um bis zu 77%. Die Behandlung mit den übrigen Derivaten ergab dagegen nur einen 
Verlust  von  etwa  30-40%  (vgl.  Tabelle  4-5).  Im  Fall  der  518A2  Melanom-Zellen 
konnte nur eine geringe Abnahme der intakten Mitochondrien festgestellt werden, die 
Testsubstanzen  13 und  26-38 schienen hier nach 18 h genauso aktiv zu sein wie 
nach 6 h an den HL-60-Zellen. Die einzige Ausnahme bildete Derivat 32, dass nach 
18-stündiger  Behandlung  der  518A2-Zellen  zu  einem  fast  40%-igen  Verlust  der 
Mitochondrien führte. Durch die Überexpression des anti-apoptotischen Proteins Bcl-
2 ist der mitochondriale Weg der Apoptose gehemmt;  Derivat  32 ist jedoch in der 
Lage, die bcl-2-mRNA-Expression in den 518A2-Zellen zu verringern und somit diese 
„Apoptose-Barriere“ zu umgehen (vgl. 4.2.4.2 Quantitative real time-PCR).[33-34,151]
Tabelle 4-5: Prozentualer Anteil intakter Mitochondrien [%]a in 518A2 Melanom- und HL-60 Leukämie-Zellen nach 




6 h 18 h 6 h 18 h
13 98,4 ± 10,2 73,9 ± 19,3 82,9 ± 7,5 28,4 ± 4,0
26 113,0 ± 11,3 79,9 ± 16,0 93,6 ± 8,3 59,2 ± 4,3
27 95,7 ± 3,5 98,8 ± 4,3 102,6 ± 0,6 103,7 ± 4,1
28 80,4 ± 11,0 97,4 ± 1,6 87,9 ± 10,6 86,8 ± 2,7
29 119,7 ± 7,1 95,8 ± 33,8 102,9 ± 11,1 71,2 ± 10,9
30 81,1 ± 1,8 79,1 ± 5,5 97,4 ± 1,0 92,8 ± 3,5
31 88,2 ± 3,9 91,8 ± 1,1 93,0 ± 2,8 92,8 ± 0,1
32 92,7 ± 12,9 60,8 ± 17,5 75,5 ± 6,4 35,8 ± 3,9
33 81,7 ± 3,3 79,0 ± 11,4 92,6 ± 8,1 66,3 ± 6,1
34 82,8 ± 2,4 71,7 ± 10,6 84,3 ± 12,7 67,6 ± 4,2
35 108,3 ± 2,4 71,0 ± 16,7 90,1 ± 4,6 22,6 ± 4,5
36 65,7 ± 6,7 72,6 ± 4,0 77,5 ± 3,7 64,6 ± 6,9
37 81,1 ± 3,1 92,0 ± 8,1 87,3 ± 0,7 86,4 ± 1,9
38 80,5 ± 9,9 93,8 ± 2,6 83,0 ± 0,8 83,6 ± 6,9
a  Verhältnis  von  roter  zu  grüner  Fluoreszenz  des  Farbstoffs  JC-1  (Mitochondrial  Membrane  Detection  Kit, 
Stratagene) relativ zu einer unbehandelten Kontrolle (100%) nach einer 6- und 18-stündigen Behandlung der 
518A2-  und  HL-60-Zellen  mit  den  Testsubstanzen  (5  µM).  Die  Werte  repräsentieren  die  Mittelwerte  ± 
Standardabweichungen aus vier unabhängigen Messungen. 
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 4.2.6 Calciumkonzentrationsbestimmung
Calcium  (Ca2+)  spielt  als  sogenannter second  messenger nicht  nur  eine 
entscheidende Rolle  bei  der  Signaltransduktion  in  Nerven  und Muskeln,  sondern 
auch  bei  der  alternativen  Apoptose-Initiation  via  ER-Stress  (vgl.  3.4.6  Calcium-
konzentrationsbestimmung).  Die  Bestimmung  der  Calciumkonzentration  in  mit 
Doxorubicin (13) und seinen Derivaten 26-38 behandelten Zellen erfolgte mithilfe des 
Fluoreszenzfarbstoffs Fura-2  85 und ließ im Vergleich zu ruhenden, unbehandelten 
Zellen Rückschlüsse auf Störungen im Calcium-Haushalt zu. So wurde zunächst die 
Fluoreszenz des Fura-2-Ca2+-Komplexes bei 510 nm (λex = 340 nm bzw. 380 nm) 
gemessen  und  anschließend  die  Ca2+-Konzentration  unter  Berücksichtigung  der 
Dissoziationskonstante (KD = 224 nM) sowie der maximal  und minimal  möglichen 
Fluoreszenzsignale (Fmax und Fmin) anhand der Grynkiewicz-Gleichung {2} berechnet. 
Für  die  518A2-Zellen wurden zytosolische Ruhe-Ca2+-Konzentrationen im Bereich 
von 20-30 nM ermittelt,  was gut mit Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen überein-
stimmt; die Ruhe-Ca2+-Konzentrationen der HL-60-Zellen lag bei etwa 30-40 nM.[154] 
Der Ca2+-Konzentrationsverlauf für die Derivate 13,  32 und 35 ist in Abbildung 4-12 
dargestellt, die übrigen Ergebnisse sind im Anhang zu finden.
Abbildung 4-12: Verlauf der Calciumkonzentration in den 518A2-Zellen (links) sowie HL-60-Zellen (rechts) nach 
einer Inkubation mit Doxorubicin (13, ■) und seinen Derivaten 32 (♦) und 35 (▲). Diese Daten repräsentieren die 
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Wie erwartet bewirkte die Behandlung der 518A2 Melanom-Zellen mit 13, 32 oder 35 
keine  Störung  im  Calcium-Haushalt.  Die  Ca2+-Konzentration  blieb  während  der 
gesamten  Inkubation  annähernd  gleich  bzw.  verringerte  sich  nach  längerer 
Behandlung geringfügig,  was aufgrund des Verlustes  des Mitochondrienpotentials 
und der Membranintegrität während der fortschreitenden Apoptose normal ist. Im Fall 
der HL-60 Leukämie-Zellen konnten jedoch deutliche Ca2+-Signale ermittelt werden: 
Doxorubicin (13) führte zu einem ersten Signal nach bereits 1 h Inkubation, danach 
stellte sich wieder die Ruhe-Ca2+-Konzentration ein. Nach längeren Inkubationszeiten 
(>  18  h)  folgte  ein  weiteres  Ca2+-Signal.  Für  die  (–)-Mentholderivate  32 und  35 
wurden andere Kinetiken erhalten, die sich teilweise mit der von 13 überschnitten.
An  dieser  Stelle  kann  zusammengefasst  werden,  das  alle  aktiven  Doxorubicin-
derivate  (vgl.  4.1  Bestimmung  der  Wirksamkeit:  MTT-Test)  in  der  Lage  sind, 
Apoptose sowohl in den HL-60-Zellen als auch in den 518A2-Zellen auszulösen. Der 
Nachweis  erfolgte  dabei  mittels  DNA-Fragmentierung,  der  Aktivierung  relevanter 
Caspasen und Regulationsproteine und über die Veränderungen im Mitochondrien-
membranpotetial sowie im Calcium-Haushalt, wobei die einzelnen Tests miteinander 
sehr  gut  korrelierten.  Zudem  bestätigte  sich  in  jedem  Test  die  Bcl-2-bedingte 
Blockade der Apoptose-Initiation in den 518A2-Zellen.[33-34] Es folgten weitere Unter-
suchungen,  um  den  genauen  Wirkmechanismus  der  Doxorubicinderivate  weiter 
einzugrenzen.
 4.2.7 Nachweis von Sauerstoffradikalen 
Chinone  wie  Doxorubicin  (13)  und  Thymochinon  (17)  sind  an  der  Generierung 
reaktiver Sauerstoffradikale (ROS) beteiligt, die als sogenannte redox messenger in 
intrazellulären  Signal-  und  Regulationswegen  wirken  und  die  Auslösung  der 
Apoptose stimulieren können (vgl. 1.3 Wirkungsweise bioaktiver Chinone: Sauerstoff-
radikalproduktion). Daher wurde die ROS-Produktion der Doxorubicinderivate mithilfe 
des NBT-Tests bestimmt und deren Beteiligung an der Apoptose-Initiation und der 
Rekrutierung  redox-sensitiver  Kinasen  untersucht  (vgl.  3.4.7  Nachweis  von 
Sauerstoffradikalen).[120]    
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 4.2.7.1 NBT-Test 
Die Doxorubicinderivate  26,  29,  32 und  35,  die neben Doxorubicin (13) selbst die 
größten Wachstums-inhibierende Effekte an den 518A2 Melanom-Zellen aufwiesen, 
bewirkten in eben diesen Zellen unter klinisch relevanten Konzentrationen (5 µM) 
einen enormen Anstieg der ROS-Produktion nach Langzeit-Inkubationen von 72 h 
(vgl. Tabelle 4-6). Am deutlichsten war dies für das einfache Fettsäurederivat 26 der 
Fall; hierbei war die ROS-Produktion fast 5× stärker als für 13. In Bezug auf die HL-
60  Leukämie-Zellen  ergaben  sich  geringere  ROS-Level;  auch  diese  Ergebnisse 
korrelierten  mit  den  MTT-Tests.  Bei  der  Verwendung  von  supra-klinischen 
Konzentrationen (50 µM) ergeben sich allerdings Werte, die nicht mehr im Verhältnis 
zu anderen Versuchen stehen.[151] 
Tabelle  4-6:  Prozentuale  ROS-Produktion  [%]a  in  518A2  Melanom-  und  HL-60  Leukämie-Zellen  nach  der 




24 h 72 h 24 h 72 h
13 2,5 ± 0,3 15,4 ± 1,9 2,8 ± 0,8 5,6 ± 0,8
26 6,6 ± 1,0 71,2 ± 19,7 2,8 ± 0,5 3,4 ± 0,3
27 2,8 ± 0,4 4,4 ± 1,7 0,6 ± 0,3 4,0 ± 0,2
28 1,6 ± 0,5 2,3 ± 0,5 0,4 ± 0,1 1,4 ± 0,1
29 2,9 ± 1,6 45,1 ± 7,7 1,0 ± 0,3 3,0 ± 0,3
30 1,2 ± 0,2 0,7 ± 0,1 0,5 ± 0,2 0,8 ± 0,1
31 1,3 ± 0,8 0,9 ± 0,2 0,4 ± 0,1 0,8 ± 0,1
32 3,0 ± 1,4 16,2 ± 0,5 3,8 ± 1,5 11,2 ± 2,1
33 2,2 ± 0,9 1,5 ± 0,5 1,0 ± 0,3 5,7 ± 0,8
34 1,4 ± 0,7 1,3 ± 0,1 1,0 ± 0,5 6,8 ± 1,3
35 3,3 ± 0,9 38,3 ± 12,4 3,8 ± 1,1 5,9 ± 0,9
36 2,7 ± 1,3 3,8 ± 0,7 1,8 ± 0,6 7,9 ± 1,1
37 1,7 ± 0,5 3,0 ± 0,8 1,3 ± 0,2 1,6 ± 0,3
38 2,2 ± 0,3 2,0 ± 0,4 0,9 ± 0,1 2,3 ± 0,2
a Prozentuale ROS-Produktion (NBT-Reduktion) relativ zu einer unbehandelten Kontrolle (1%) nach einer 24- und 
72-stündigen Behandlung der 518A2- und HL-60-Zellen mit den Testsubstanzen (5 µM). Die Werte repräsentieren 
den Mittelwert aus vier unabhängigen Messungen und die dazugehörigen Standardabweichungen. 
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Ergänzend zum NBT-Test wurden zyklovoltametrische Messungen durchgeführt (Dr. 
Sandra  Breyer),  um  den  Einfluss  des  Substitutionsmusters  auf  die  Redoxeigen-
schaften des Doxorubicin-Grundkörpers zu untersuchen. Die Derivate 26, 29, 32 und 
35 führten dabei im Vergleich zu Doxorubicin (13) selbst zu einer reversibleren ROS-
Produktion  unter  vollständiger  Regenerierung  des  5,12-Chinon-Kerns,  was  die 
deutlichen Unterschiede im NBT-Test erklärt.[58,151]
 4.2.7.2 MTT-Test in Gegenwart des Radikalfängers N-Acetyl-Cystein
Um sicher zu stellen, dass die Sauerstoffradikalproduktion keine Folgeerscheinung 
der  Apoptose  darstellte,  wurden  MTT-Tests  in  Gegenwart  des  Radikalfängers  N-
Acetyl-Cystein  angefertigt.  Es  zeigte  sich  ein  Rückgang  der  Wachstums-
inhibierenden Wirkung der  Doxorubicinderivate  (5  µM,  72  h)  um 20-30% an den 
518A2 Melanom- bzw. um etwa 10% an den HL-60 Leukämie-Zellen (vgl. Tabelle A-
30 im Anhang).[155] 
 4.2.8 Involvierung redox-sensitiver Kinasen
Zudem ist die Generierung von ROS eng verknüpft mit der Aktivierung von redox-
sensitiven MAP-Kinasen wie etwa p38-MAPK, JNK und ERK. Diese Kinasen stellen 
eine  Schutzfunktion  gegenüber  oxidativem  Stress  dar,  sind  aber  auch  –  bei 
übermäßiger Belastung durch ROS – an der Initiation der Apoptose beteiligt. Eine 
weitere  redox-sensitive  Kinase  stellt  die  Proteinkinase  C  dar,  die  durch  eine 
Verminderung im GSH-Spiegel aktiviert wird und ebenfalls zur Apoptose-Auslösung 
führen  kann.  Um  nun  eine  Beteiligung  dieser  Kinasen  an  der  Wirksamkeit  der 
Testsubstanzen zu untersuchen,  wurden MTT-Tests mithilfe  geeigneter  Inhibitoren 
durchgeführt. Die IC50-Werte dazu sind im Anhang aufgelistet (vgl. Tabelle A-31 bis A-
33), die resultierenden Quotienten R (+/–) sind in den folgenden drei Tabellen 4-7 bis 
4-9  für  die  518A2 Melanom-,  HL-60  Leukämie-  und  HT-29  Kolonkarzinom-Zellen 
zusammengefasst.  Ist  der  Quotient  R  (+/–)  dabei  >  1,  so  ist  die  entsprechende 
Kinase höchstwahrscheinlich an  der  Initiation  der  Apoptose beteiligt;  ist  der  Wert 
allerdings < 1, dann übernimmt die Kinase eher eine Art Schutzfunktion.[120,123,156-157] 
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In Bezug auf die 518A2 Melanom-Zellen schien die Apoptose-Initiation durch die (–)-
Mentholderivate  32 und  35 über  die  redox-sensitiven  Kinasen  zu  verlaufen;  es 
konnten deutliche Effekte sowohl nach der Inhibierung der MAP-Kinasen ERK, JNK 
und p38-MAPK als auch nach der Proteinkinase C-Inhibierung beobachtet werden 
(vgl. Tabelle 4-7). Doxorubicin (13) selbst zeigte an dieser Zellline wie die übrigen 
Derivate 26 und 29 nur eine geringe Abhängigkeit von der Proteinkinase C (PKC). 




+ 518A2  
518A2
++  518A2  
518A2
+++  518A2  
518A2
++++  518A2  
518A2
13 0,7 1,7 0,8 2,5
26 2,1 4,1 1,7 5,6
29 1,8 5,1 4,5 4,6
32 14,4 56,6 12,9 10,4
35 13,0 14,7 9,2 19,5
a Der Faktor R (+/–) ergibt sich aus dem Quotienten der IC50 (72 h)-Werte mit und ohne Inhibitorzugabe.
+ 50 µM PD 98059 wurde zur Inhibierung der ERK 1,5 h vor der Zugabe der Testsubstanzen verabreicht.
++ 20 µM SP 600125 wurde zur Inhibierung der JNK 1,5 h vor der Zugabe der Testsubstanzen verabreicht.
+++ 10 µM SB 202190 wurde zur Inhibierung der p38-MAPK 1,5 h vor der Zugabe der Testsubstanzen verabreicht.
++++ 50 nM PKC 412 wurde zur Inhibierung der PKC 1,5 h vor der Zugabe der Testsubstanzen verabreicht.




+ HL-60  
HL-60
++  HL-60  
HL-60
+++  HL-60  
HL-60
++++  HL-60  
HL-60
13 0,1 1,1 0,8 21,5
26 0,1 0,2 0,5 2,4
29 0,1 0,05 1,5 5,0
32 1,3 5,6 0,3 14,2
35 3,0 0,3 1,5 28,0
a Siehe Tabelle 4-7.
Für die HL-60-Zellen konnte eine starke Abhängigkeit der Wachstums-inhibierenden 
Wirkung aller Doxorubicinderivate von der PKC ausgemacht werden (vgl. Tabelle 4-
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8), was durch die Studien anderer Arbeitsgruppen bestätigt wurde.[156] Zudem schien 
ERK ausnehmend für die Derivate  32 und  35 eine Schutzfunktion zu übernehmen. 
Weiterhin  wurde  die  Involvierung  redox-sensitiver  Kinasen  in  den  HT-29  Kolon-
karzinom-Zellen untersucht. Es konnte jedoch keine Beteiligung an der Wirkung der 
Testsubstanzen  festgestellt  werden  (vgl.  Tabelle  4-9).  Auffällig  waren  jedoch  die 
niedrigen  Quotienten  R  (+/–)  für  Doxorubicin  (13)  und  sein  einfaches  Fettsäure-
derivat 26, was auf eine Schutzfunktion der Kinasen schließen ließ.




+ HT-29  
HT-29
++  HT-29  
HT-29
+++  HT-29  
HT-29
++++  HT-29  
HT-29
13 0,3 0,6 0,4 0,8
26 0,03 0,04 0,03 0,1
29 1,2 4,3 1,8 1,0
32 1,2 0,6 1,1 0,5
35 0,2 1,2 1,2 1,0
a Siehe Tabelle 4-7.
 4.2.9 Nachweis von Ceramid-Bildung
Reaktive Sauerstoffradikale (ROS) sind außerdem an der Aktivierung der Sphingo-
myelinase  bzw.  Ceramid-Synthase  und  einem  damit  verbundenen  Anstieg  der 
Ceramid-Produktion  beteiligt  (vgl.  3.4.7  Nachweis  von  Sauerstoffradikalen).  Als 
sogenannte  second  messenger vermitteln  Ceramide  eine  Vielzahl  von  Signalen, 
darunter  auch  die  Einleitung  von  Apoptose  (vgl.  3.4.8  Nachweis  von  Ceramid-
Bildung).  Die  mit  einem  entsprechenden  Antikörper  ermittelten  Ceramid-
Produktionen der 518A2- bzw. HL-60-Zellen nach einer 24-stündigen Inkubation mit 
den Testsubstanzen (5 µM) sind in Tabelle 4-10 aufgeführt  (AG  Prof.  Dr.  med. F. 
Lang, Dr. med. Dr. rer. nat. M. Föller, Institut für Physiologie, Universität Tübingen).
[124-125] Für die 518A2 Melanom-Zellen ergab sich keine Ceramid-Produktion nach der 
Inkubation  mit  den  Doxorubicinderivaten;  in  den  HL-60  Leukämie-Zellen  jedoch 
bewirkten die Derivate eine verstärkte Produktion an Ceramiden (vgl. Tabelle 4-10).
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Tabelle  4-10: Ceramid-Produktion  [%]a der  518A2-  bzw.  HL-60-Zellen  nach  24-stündiger  Inkubation  mit 
ausgewählten Doxorubicinderivaten.
Testsubstanz







a  Nachweis  mittels  Ceramid-Antikörper,  neg.  Kontrolle  1%  (unbehandelte  518A2-  bzw.  HL-60-Zellen),  pos. 
Kontrolle 6.8% (Erythrozyten + 50 µg/ml Methyldopa), durch Prof. Dr. med. F. Lang und Dr. med. Dr. rer. nat. M. 
Föller, Institut für Physiologie, Universität Tübingen, gemessen.
Um nun zu überprüfen, ob die Bildung der Ceramide einen direkten Einfluss auf die 
Wirkung der Testsubstanzen hat, wurden MTT-Tests unter Verwendung geeigneter 
Inhibitoren angefertigt.  Hierbei  wurde zum einen die  de novo-Synthese durch die 
Ceramidsynthase,  zum  anderen  die  Sphingomylin-Hydrolyse  durch  die  Sphingo-
myelinase gehemmt und die  Auswirkungen mittels  MTT-Test  analysiert  (vgl.  3.4.8 
Nachweis  von  Ceramid-Bildung).  Die  Langzeit-IC50-Werte  und  die  sich  daraus 
ergebenen Faktoren R (+/–) sind in den Tabellen 4-11 und 4-12 aufgeführt. 
Tabelle  4-11:  Beteiligung  der  Ceramide  an  der  Wirksamkeit  ausgewählter  Doxorubicinderivate  in  518A2 
Melanom-Zellen.
Testsubstanz
IC50 (72 h) [µM]a R (+/-)b
518A2 +518A2 ++518A2
+ 518A2  
518A2
++  518A2  
518A2
13 0,12 ± 0,04 0,09 ± 0,03 0,25 ± 0,21 0,8 2,1
26 0,11 ± 0,05 0,08 ± 0,03 0,11 ± 0,06 0,7 1,0
29 0,14 ± 0,03 0,11 ± 0,04 0,12 ± 0,08 0,8 0,9
32 0,14 ± 0,01 0,27 ± 0,16 0,07 ± 0,01 1,9 0,5
35 0,06 ± 0,01 0,06 ± 0,02 0,21 ± 0,10 1,0 3,5
a  IC50-Werte erhalten nach 72-stündiger Behandlung der Zellen mittels MTT-Test. Die Werte repräsentieren die 
Mittelwerte ± Standardabweichungen von drei unabhängigen Experimenten.
b Der Faktor R (+/–) ergibt sich aus dem Quotienten der IC50 (72 h)-Werte mit und ohne Inhibitorzugabe.
+  1 µM Fumonisin B1 wurden zur Inhibierung der Ceramid-Synthase 24 h vor der Zugabe der Testsubstanzen 
verabreicht.
++ 10 µM Chlorpromazin wurden zur Inhibierung der Sphingomyelinase 24 h vor der Zugabe der Testsubstanzen 
verabreicht.
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Für  die  518A2-Zellen  konnte  keine  signifikante  Veränderung  der  Wirkung  der 
Derivate  26,  29 und  32 durch die Inhibierung der Ceramidsynthase bzw. Sphingo-
myelinase  festgestellt  werden.  Dagegen  schien  die  Bildung  der  Ceramide  via 
Sphingomyelinase wichtig für die Wirkung von Doxorubicin (13) und dem Derivat 35 
zu sein. Dies war für die HL-60-Zellen noch stärker ausgeprägt (vgl. Tabelle 4-12). 
Zudem  zeigte  sich  für  die  übrigen  Derivate  26,  29 und  32 ein  Rückgang  der 
Wachstums-inhibierende  Funktion  bei  Inhibierung  der  Sphingomyelinase,  was  die 
Beteiligung der Ceramid-Produktion an deren Wirkung untermauert (vgl. Tabelle 4-
10). Das (–)-Mentholderivat 32 schien außerdem als einziges Derivat die Bildung der 
Ceramide  sowohl  de  novo durch  die  Ceramidsynthase  als  auch  durch  die 
Sphingomyelin-Hydrolyse zu beeinflussen.
 
Tabelle  4-12:  Beteiligung  der  Ceramide  an  der  Wirksamkeit  ausgewählter  Doxorubicinderivate  in  HL-60 
Leukämie-Zellen.
Testsubstanz
IC50 (72 h) [µM]a R (+/-)b
HL-60 +HL-60 ++HL-60
+ HL-60  
HL-60
++  HL-60  
HL-60
13 0,08 ± 0,01 0,05 ± 0,03 0,83 ± 0,08 0,6 11,6
26 0,28 ± 0,07 0,23 ± 0,06 2,76 ± 1,76 0,8 9,9
29 0,81 ± 0,19 0,39 ± 0,19 6,98 ± 0,81 0,5 8,6
32 0,23 ± 0,10 0,71 ± 0,48 1,00 ± 0,10 6,5 4,3
35 0,11 ± 0,05 0,12 ± 0,02 2,03 ± 1,03 0,5 18,5
a Siehe Tabelle 4-11.
Abschließend kann festgestellt werden, dass die Apoptose in mit den Doxorubicin-
derivaten  behandelten  HL-60-  bzw.  518A2-Zellen  sowohl  klassisch  über  die 
intrinsischen und extrinsischen Pfade als auch alternativ über reaktive Sauerstoff-
radikale  und  die  dadurch  bedingte  Aktivierung  redox-sensitiver  Kinasen  bzw.  die 
Bildung von Ceramiden ausgelöst wird. Da der zur Inhibierung der Sphingomyelinase 
verwendete Wirkstoff Chlorpromazin in geringem Maße auch die Clathrin-abhängige 
Endozytose  beeinflusst,  muss  dies  bei  der  Auswertung  natürlich  berücksichtigt 
werden; eine direkte Beteiligung der Sphingomyelinase steht jedoch außer Frage.[159]
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 4.3 Wechselwirkung mit der DNA: Bandenretardationstest
Es zeigte sich in einigen Versuchen, dass die Seitenketten einen entscheidenden 
Einfluss  auf  die  Wirkung  der  entsprechenden  Derivate  ausüben.  Daher  wurde 
zusätzlich  die  DNA-Bindefähigkeit  ausgewählter  Doxorubicinderivate  mithilfe  des 
Bandenretardationstests überprüft, um festzustellen, ob die DNA auch für diese als 
potentielles Target in Betracht kommt.
Dafür wurden verschiedene Konzentration der Testsubstanzen mit pBR322 Plasmid-
DNA inkubiert und deren Effekt auf die vorwiegend superhelikal vorliegende Form 
(ccc) gelelektrophoretisch untersucht (vgl. Abbildung 4-13). Bei DNA-Bindung oder 
-Interkalation  in  die  ccc-Form  windet  sich  diese  unter  Abnahme  der  Über-
spiralisierung und folglich der elektrophoretischen Mobilität zur oc-Form auf, was im 
Agarosegel deutlich wird (vgl. 3.5 Wechselwirkung mit der DNA).
Abbildung 4-13: Verhalten der elektrophoretischen Mobilität von pBR322-Plasmid-DNA nach der Inkubation mit 
verschiedenen Konzentrationen der Testsubstanzen 13, 26, 29, 30, 31, 32, 35, 37 und 38 (oc = open circular DNA 
form, ccc = covalently closed circular DNA form). Bahn 1 (links): 0 µM, Bahn 2: 5 µM, Bahn 3: 10 µM, Bahn 4: 25 
µM. Diese Daten repräsentieren die Ergebnisse von zwei unabhängigen Experimenten.
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Interessanterweise zeigten diejenigen Testsubstanzen,  die im MTT-Test die größten 
Wachstums-inhibierende Effekte aufwiesen – also die (–)-Mentholderivate 32 und 35 
sowie das Doxorubicin (13) selbst, die deutlichste Retardation der ccc-DNA-Form. 
Diejenigen Derivate jedoch, die kaum aktiv waren (die Fettsäurederivate 30 und 31 
sowie die Doxorubicin-Metabolite 37 und 38), führten zu keiner Wechselwirkung mit 
der Plasmid-DNA. Es konnte somit gezeigt werden, dass die DNA grundsätzlich als 
Target für die Doxorubicinderivate dient; die Affinität der Bindefähigkeit bzw. Inter-
kalation hängt dabei stark vom jeweiligen Fettsäure- bzw. Terpen-Rest ab.[151]
 4.4 Zellzyklus-Analyse
Wie  bereits  erwähnt,  wird  der  Zellzyklus  einer  Zelle  an  verschiedenen  Kontroll-
punkten  (Checkpoints)  überwacht,  so  dass  der  nächste  Schritt  im Zellzyklus  erst 
dann  erfolgt,  wenn  der  vorhergehende  abgeschlossen  ist  (vgl.  3.4.9  Zellzyklus-
Analyse). Durch die Schädigung von zellulären Strukturen nach der Behandlung mit 
einem Wirkstoff und beim Ausbleiben geeigneter Reparatur-Mechanismen kann nun 
der  Zellzyklus  unterbrochen  werden,  was  letztendlich  auch  zur  Auslösung  von 
Apoptose führt.[128]  
Da Doxorubicin (13) und seine Derivate in der Lage sind, in die DNA zu interkalieren 
(vgl.  4.3.1  Bandenretardationstest)  und  dadurch  Enzyme  wie  die  DNA-Topo-
isomerase II,  -Helikase oder  -Polymerase zu  blockieren,  wird  die  Replikation  der 
DNA gestört, was höchstwahrscheinlich zu einem Arrest der Zelle in der S-Phase im 
Zellzyklus  führt. Um  dies  zu  überprüfen,  wurden  518A2  Melanom-  und  HL-60 
Leukämie-Zellen nach der Behandlung mit Doxorubicin (13) und seinen Derivaten 26 
und 35 mit Propidiumiodid (PI) gefärbt und mithilfe der Durchflusszytometrie konnte 
der Zellzyklus bestimmt werden. Dabei wurde, wie bereits beschrieben, vorgegangen 
(vgl. 4.2.5 Mitochondrienmembranpotential): Die Körnung bzw. Größe der insgesamt 
20000 Zellen wurde mittels Vorwärts- und Seitwärtsstreulicht (FSC, SSC) eingestellt 
und  die  Messung  der  roten  Fluoreszenz  des  von  den  Zellen  aufgenommenen 
Fluoreszenzfarbstoffs PI erfolgte mithilfe eines Fernrot-Detektors (FL3-H). Die Daten 
wurden  ebenfalls  mit  dem  Programm  WinMDI (Version  2.9)  ausgewertet,  wobei 
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wieder diejenigen Zellen im  DotPlot (FSC-H / SSC-H, Lin) mit  einem Polygon R1 
markiert wurden, die laut Körnung zu den vitalen zählen (vgl. Abbildung 4-14, A und 
D).  Die Diskriminierung der  Zellen erfolgte  jedoch über ein  weiteres Polygon R2: 
Dabei  wurden  Höhen-  und  Flächensignale  der  Fluoreszenz  (FL3-H  /  AUX,  Lin) 
gegeneinander aufgetragen, was den Ausschluss von sogenannten „Zell-Dubletten“ 
ermöglichte.  Diese würden aufgrund ihres doppelten DNA-Gehalts die Ergebnisse 
der  Zellzyklusanalyse  verfälschen  und  mussten  daher  unbedingt  ausgeschlossen 
werden (vgl.  Abbildung 4-14, B und E).  Schließlich erfolgte für die diskriminierten 
Zellen („single cells“) die Auftragung der Fluoreszenzintensität in einem Histogramm 
(FL3-H  /  Events,  Lin).  Mithilfe  der  Marker  M1  bis  M4  ließen  sich  die  einzelnen 
Phasen des Zellzyklus kennzeichnen, wobei M1 für die SubG1-Phase (apoptotische 
Zellen), M2  für die G1- bzw. G0-Phase, M3 für die S-Phase und M4 für die G2- bzw. 
M-Phase steht (vgl. Abbildung 4-14, C, F und G). Während der G1- bzw. G0-Phase 
weisen die Zellen einen einfachen Chromosomensatz auf,  was im Histogramm in 
einem einfachen Fluoreszenzsignal (~ 300) resultierte. In der G2- bzw. M-Phase ist 
der Chromosomensatz verdoppelt, weshalb sich auch das Fluoreszenzsignal (~ 600) 
verdoppelte.  Da  während  der  S-Phase  die  Replikation  erfolgt,  befand  sich  das 
Fluoreszenzsignal  für  alle  Zellen  in  dieser  Phase  zwischen  dem  einfachen  und 
doppelten Signal.[133-134] 
Für die unbehandelten HL-60-Zellen waren fast 45-50% in der G1- bzw. G0-Phase 
und jeweils 25% in der S- und G2- bzw. M-Phase. Ein geringer Teil der Kontrollzellen 
wies  apoptotische  Merkmale  (DNA-Fragmente)  auf  und  wurde  der  SubG1-Phase 
zugeordnet (vgl. Abbildung 4-14, C). Die 24-stündige Behandlung der HL-60-Zellen 
mit  Doxorubicin  (13)  führte  zu  einem Zellzyklus-Arrest  während der  S-Phase am 
Übergang in die G2-Phase und zu einem Anstieg der Zellen in der SubG1-Population 
(~ 30% Apoptose, vgl. Abbildung 4-14, G). Zur besseren Verdeutlichung wurden die 
Zellzyklus-Analysen der  mit  13 behandelten  und der  unbehandelten  HL-60-Zellen 
übereinandergelegt (vgl. Abbildung 4-14, F). 
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Abbildung 4-14: Durchflusszytometrische Analyse Propidiumiodid-gefärbter, unbehandelter HL-60-Zellen (A-C) 
bzw. Propidiumiodid-gefärbter 518A2-Zellen nach 24-stündiger Behandlung mit Doxorubicin (13, 5 µM, D-E, G): 
A,  D)  DotPlot aller  20000 Zellen (FSC-H /  SSC-H), das Polygon R1 markiert  die vitale Zellpopulation;  B,  E) 
Dubletten-Diskriminierung  (FL3-H  /  AUX)  aller  Zellen,  das  Polygon  R2  markiert  die  „single  cells“;  C,  G) 
Histogramme (FL3-H / Events) für die diskriminierten Zellen (Dubletten-Diskriminierung) mit M1 = SubG1, M2 = 
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So wurde für Doxorubicin (13) und seine Derivate 26 und 35 sowohl für die HL-60- 
als auch die 518A2-Zellen verfahren (6 h bzw. 24 h Inkubationszeit, jeweils 5 µM). 
Die  resultierenden  Zellzyklus-Analysen  sind  im  Anhang  aufgeführt;  die  folgende 
Abbildung  4-15  zeigt  die  daraus  berechnete  Verteilung  der  Zellen  innerhalb  des 
Zellzyklus.  Für  eine  bessere  Vergleichbarkeit  wurde  der  geringfügige  Anteil  der 
apoptotischen Zellen für die Derivate berücksichtigt. Außerdem wurde die intrinsische 
Fluoreszenz  der  Derivate,  die  ebenfalls  unter  M1 auftaucht,  bei  der  Berechnung 
ausgeschlossen. 
Abbildung 4-15: Durchflusszytometrische Analyse  Propidiumiodid-gefärbter  HL-60-  (links)  bzw.  518A2-Zellen 
(rechts) nach 24-stündiger Behandlung mit Doxorubicin (13, B) und seinen Derivaten 26 (C) und 35 (D) (jeweils 5 
µM,  Kontrolle  =  A),  wobei  die  Sektoren  die  prozentuale  Auftragung  der  Zellzyklus-Phasen  kennzeichnen: 
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Für Doxorubicin (13) und seine Derivate 26 und 35 wurde sowohl für die HL-60- (24 
h) als auch die 518A2-Zellen (6 h) ein Zellzyklus-Arrest während der S-Phase, also 
während  der  DNA-Replikationsphase,  festgestellt.  Aufgrund  der  Interkalation  der 
Derivate in die DNA und der dadurch bedingten Blockierung verschiedener DNA-
bindender Enzyme verbleiben die Zellen in der S-Phase (vgl. 4.3. Wechselwirkung 
mit der DNA).[158] 
Zudem konnte vermehrt Apoptose gemessen werden: Während diese nach kurzen 
Inkubationszeiten (6 h) für die HL-60-Zellen zunächst stärker ausgeprägt war, war 
schließlich  nach  längerer  Zeit  (24  h)  in  beiden  Zelllinie  deutlich  Apoptose  zu 
verzeichnen. Dabei war der apoptotische Anteil der 518A2-Zellen stets größer als für 
die  HL-60-Zellen,  was  gut  mit  den  Kurzzeit-IC50-Werten  korrelierte,  die  an  den 
Melanomzellen  etwas  effektiver  waren  (vgl.  Tabelle  A-1  im  Anhang).  Zudem 
bestätigen  sich  noch  einmal  die  Studien  zur  DNA-Fragmentierung  mittels 
Gelelektrophorese, denn auch hierbei wurden nach einer Inkubationszeit von 24 h 
deutliche  Fragmentierungsmuster  für  beide  Zelllinien  erhalten  (vgl.  4.4.2  DNA-
Fragmentierung). 
 4.5 Zelluläre Aufnahme und Verteilung
Aufgrund  der  intrinsischen  Fluoreszenz  der  Doxorubicinderivate  war  es  möglich, 
deren Aufnahme in die Zellen zu untersuchen. 
 4.5.1 Fluoreszenzspektren
Dafür wurden zunächst Absorptions- und Fluoreszenzspektren von Doxorubicin (13) 
und seinen Derivaten  26,  29,  32 und  35 aufgenommen,  um Aussagen über  den 
Einfluss  der  Seitenketten  auf  den  Fluorophor  treffen  zu  können.  Wie  aus  den 
Absorptionsspektren in Abbildung 4-16 (A) ersichtlich ist,  lag der Bereich für  eine 
ideale  Anregung  der  Derivate  zwischen  480  und  500  nm,  genau  wie  für  den 
Fluorophor Dihydroanthrachinon (vgl. 3.9.1.1 Fluoreszenzspektren).[132] 
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A                                                               B
Abbildung 4-16: Absorptions- (A) bzw. Fluoreszenzspektren (B) für Doxorubicin (13, —–) und seine Derivate 26 
(• • •), 29 (•••••), 32 (– – –) und 35 (―  ―); B) Die Anregung der Proben (je 5 µM) erfolgte jeweils bei 490 nm, das 
Emissionsfeld reichte von 520 bis 640 nm. Diese Daten repräsentieren die Ergebnisse von zwei unabhängigen 
Messungen.
Die Fluoreszenzspektren (λExc = 490 nm, λEm = 500-700 nm) ähnelten sich zwar alle 
in  ihrem  Verlauf,  die  Fluoreszenzintensitäten  der  einzelnen  Derivate  allerdings 
unterschieden sich  stark  von Doxorubicin  (13)  selbst.  Es  war  eine  Abnahme der 
Fluoreszenzintensität  um etwa 50% (26,  29)  bzw.  um mehr als  75% (32,  35)  zu 
verzeichnen (vgl. Abbildung 4-16, B).[160] 
Dieser Effekt beruht wahrscheinlich auf einer dämpfenden Wirkung der Seitenketten 
und wurde bereits in eigenen Vorarbeiten für den Heptadecansäureester 30 genauer 
untersucht.[59]  Ein ähnliches Phänomen wurde bereits für eine Mischung aus 13 und 
Ölsäure beschrieben.[133] Zudem scheint die Rückfaltung der lipophileren (–)-Menthol-
reste (32, 35) zu einer stärkeren Wechselwirkung mit dem aromatischen Fluorophor 
und somit zu einer stärkeren Dämpfung der Fluoreszenz zu führen als dies für die 
Fettsäurederivate 26 und 29 der Fall ist. 
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 4.5.2 Zelluläre Aufnahme: Influx
Anschließend wurde die Aufnahme von Doxorubicin (13) und seinen Derivaten  26, 
29, 32 und 35 in die 518A2 Melanom-, HL-60 Leukämie-, HT-29 Kolonkarzinom-, KB-
V1VBL Zervixkarzinom- und MCF-7TOPO Mammakarzinom-Zellen (5 µM, 3 h) mithilfe 
der intrinsischen Fluoreszenz untersucht. Es wurde dabei eine Inkubationszeit von 
nur 3 h gewählt, weil einige Vorversuche zeigten, dass genau nach dieser Zeit der 
größte Anteil der Testsubstanzen bereits aufgenommen war. Längere Inkubationen 
führten zu keiner signifikanten Verbesserung der Aufnahme.[59] Alle Testsubstanzen 
akkumulierten nach dieser kurzen Zeit stark in den 518A2- und HL-60-Zellen, was 
eine sehr gute Übereinstimmung zu den zuvor bestimmten Wachstums-Inhibierungen 
zeigte. Im Vergleich dazu war die Aufnahme in die mehrfachresistenten HT-29-, KB-
V1VBL-  und  MCF-7TOPO-Zellen  eher  gering,  was  in  einer  geringeren  Wachstums-
inhibierenden Wirkung resultierte (vgl. Abbildung 4-17 und Tabelle A-43).[160] 
Abbildung 4-17: Aufnahme von Doxorubicin (13) und seinen Derivaten 26 und 35 in die 518A2-       , HL-60-       , 
HT-29-       , KB-V1VBL-        und MCF-7TOPO-Zellen        nach einer 3-stündigen Inkubation (5 µM); ermittelt mithilfe 
der intrinsischen Fluoreszenz (λExc = 485 / 20 nm,  λEm = 590 / 20 nm) relativ zur unbehandelten Kontrolle (0%). 





   

















 13           26    35 
 4 Ergebnisse und Diskussion: Doxorubicin (13) und seine Derivate
Die  zytotoxische  Wirkung  der  Doxorubicinderivate  bzw.  deren  Potential  zur 
Apoptose-Initiation  scheint  jedoch  nicht  ausschließlich  von  einer  verbesserten 
Aufnahme in  die  Zellen abzuhängen.  Obwohl  Derivat  35 im MTT-Test  gegen die 
518A2-Zellen 2× besser abschnitt als Doxorubicin (13), war die zelluläre Aufnahme 
deutlich  geringer.  Ein  ähnliches  Bild  ergab  sich  für  die  HL-60-Zellen:  An  dieser 
Zelllinie wirkte Doxorubicin (13) sehr viel besser als seine Derivate, dennoch konnte 
der größte Influx für 35 ausgemacht werden. 
Bemerkenswert  war  zudem die  stärkere  Akkumulation  von  26 in  den MCF-7TOPO-
Zellen, die jedoch nicht zu einer im Vergleich mit  13 verbesserten Wirkung führte 
(vgl. 4.1.1 MTT-Test, 4.5.3 Wirkstoff-Ausschleusung: Efflux).
 4.5.3 Wirkstoff-Ausschleusung: Efflux
Analog zur Aufnahme wurde die Ausschleusung der Testsubstanzen aus den 518A2 
Melanom-, HL-60 Leukämie-, HT-29 Kolonkarzinom-, KB-V1VBL Zervixkarzinom- und 
MCF-7TOPO Mammakarzinom-Zellen mithilfe der intrinsischen Fluoreszenz untersucht. 
Die  Wahl  der  Zeitspanne  fiel  dabei  auf  insgesamt  6  h,  weil  es  nach  längeren 
Inkubationszeiten teilweise zu einer Hydrolyse / Metabolisierung der Derivate und 
somit zu Veränderungen der Fluoreszenzeigenschaften hin zu höheren Intensitäten 
kam.[59]  Es konnte für Doxorubicin (13) nach dieser Zeit keinerlei Ausschleusung aus 
den Zellen festgestellt werden (vgl. Tabelle A-44). Für das Fettsäurederivat 26 wurde 
lediglich  ein  geringer  Efflux  aus  den  MCF-7TOPO-Zellen  gemessen;  was  aber 
verglichen mit der starken Aufnahme in die Zellen nicht sonderlich ins Gewicht fiel. In 
Bezug auf das (–)-Mentholderivat 35 ergab sich ein deutlicher Efflux sowohl aus den 
HL-60- als auch aus den HT-29-Zellen. 
Diese Messungen lassen jedoch nur Vermutungen zu, da eine Metabolisierung oder 
Hydrolyse auch nach kurzen Inkubationszeiten nicht vollkommen auszuschließen ist. 
Auf  die  Verwendung  von  Standard-Efflux-Tests  (z.B.  der  Calcein-AM-Efflux-Test) 
musste aufgrund der Überlappung der Fluoreszenzspektren leider verzichtet werden 
(vgl. 3.6.1.3 Wirkstoff-Ausschleusung: Efflux). 
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Hinweise  auf  einen  möglichen  Efflux  über  die  verschiedenen  ABC-Transporter 
konnten jedoch mithilfe des MTT-Tests unter Verwendung geeigneter Inhibitoren bzw. 
dem Vergleich von resistenten und sensitiven Zellen gesammelt werden (vgl. 4.1.1.2 
MDR-Sensitivität).  Sowohl in den KB-V1VBL-  als auch MCF-7TOPO-Zellen wurde das 
Fettsäurederivat  26 am wenigsten  von den Resistenzmechanismen (P-gp,  BCRP 
etc.)  beeinflusst.  Dies  resultierte  verglichen  mit  den  übrigen  Derivaten  in  einer 
stärkeren Akkumulation von 26 in diesen Zellen – entweder durch vermehrten Influx 
oder verminderten Efflux. Es ist bekannt, dass die Aufnahme von  13 in resistente 
MCF-7-Zellen aufgrund der dichteren Packung der Lipide (hoher Anteil ungesättigter 
Fettsäuren)  innerhalb der  Membran erschwert  wird,  was einen Efflux durch ABC-
Transporter  begünstigt.  Eventuell  ist  26 in  der  Lage,  aufgrund  der  Fettsäure-
Seitenkette besser mit der Membran zu interagieren und somit vermehrt  in der Zelle 
zu akkumulieren.[161]
 4.5.4 Zelluläre Verteilung: Fluoreszenzfärbungen
Die  zelluläre  Verteilung  der  Doxorubiciderivate  wurde  ebenfalls  mithilfe  der 
intrinsischen Fluoreszenz in PtK2 Beutelratten-Nieren-Zellen untersucht. Bereits nach 
2  h  konnte  13 im  Zellkern  lokalisiert  werden  (vgl.  Abbildung  4-18,  A-B).  Nach 
längeren  Inkubationszeiten  fand  allerdings  eine  Akkumulation  von  13 oder 
entsprechender  Metabolite  in  Vesikeln  statt,  die  sich  zunächst  in  der  Nähe  der 
Zellkerne konzentrierte (4 h, vgl.  Abbildung 4-18, C-D),  sich später aber über die 
gesamte Zellen  erstreckte  (16  h,  vgl.  Abbildung  4-18,  E-F).[160] Diese Ergebnisse 
bestätigen bereits veröffentlichte Daten anderer Arbeitsgruppen an Ratten-Embryo-
Fibroblasten bzw. humanen myeloischen Leukämie-Zellen.[162-163]  Zudem passen die 
Daten zu einer vermuteten Metabolisierung im  Endoplasmatischen  Retikulum (ER) 
oder im Golgi-Apparat. 
Für  das  (–)-Mentholderivat  35 ergaben  sich  ähnliche,  jedoch  etwas  verzögerte 
zelluläre Verteilungen; die vollständige Akkumulierung im Zellkern war erst nach 4 h 
erreicht.  Hierbei  sollte  beachtet  werden,  dass die  Fluoreszenzintensität  durch  die 
Interkalation der Doxorubicinderivate in die DNA vermindert wird, weshalb nicht der 
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gesamte  Anteil  der  Derivate  erfasst  werden  kann.  Auch  wenn  keine  Lokalisation 
mehr  im  Kern  möglich  war,  kann  dort  trotzdem  eine  Interaktion  in  die  DNA 
stattgefunden haben.
Abbildung 4-18: Zelluläre Verteilung von Doxorubicin (13, 10 µM) nach der Behandlung der PtK2-Zellen für 2 h 
(A-B),  4  h  (C-D)  oder  16  h  (E-F);  die  Visualisierung  erfolgte  vital  in  PBS mit  einem Fluoreszenzmikroskop 
(Axioplan mit Axiocam, Neofluor-Objektiv 40×). Die Akkumulation von  13 in zytoplasmatischen Vesikeln wurde 
markiert (Δ); links: Mischbild von Hellfeld- und Fluoreszenz-Kanal; rechts: Fluoreszenz-Kanal.
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Ein völlig anderes Bild ergab sich für das Fettsäurederivat  26: Hierbei war bereits 
nach einer kurzen Inkubationszeit von nur 2 h eine Verteilung über die ganze Zelle 
festzustellen (zytoplasmatische Vesikel); es erfolgte anders als für  13 und 35 keine 
Akkumulation im Zellkern, wie die Gegenfärbung mit dem DNA-bindenden Hoechst 
33342  Lebendfarbstoff  zeigt  (vgl.  Abbildung  4-19,  A-B).  Bei  längerer  Inkubation 
konnte  eine  intensive  Fluoreszenzfärbung  von  26 oder  einem  entsprechenden 
Metabolit in der Zellmembran ausgemacht werden. Möglicherweise dient der lange 
Fettsäurerest dabei als eine Art Anker in der Membran.[160]
Abbildung 4-19: Zelluläre Verteilung von 26 (10 µM) nach Behandlung von PtK2-Zellen für 2 h (A-B) und 16 h (C-
D); die Visualisierung erfolgte vital in PBS mit einem Fluoreszenzmikroskop (Axioplan mit Axiocam, Neofluor-
Objektiv  40×).  Die Zellkerne  wurden zusätzlich mit  dem Hoechst  33342 Lebendfarbstoff  gefärbt  (A-B);  links: 
Mischbild von Hellfeld- und Fluoreszenz-Kanal; rechts: Fluoreszenz-Kanal.
Eine  Fixierung  der  Zellen  in  Ethanol  mit  anschließender  Färbung  bestimmter 
Kompartimente konnte leider nicht erfolgen, da die Wirkstoffe dabei aus den Zellen 
herausgewaschen werden. 
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 4.5.5 Verteilung im Gewebe: Mausmodell
Die Gewebeverteilung von Doxorubicin (13)  und ausgewählten Derivaten (26,  35) 
wurde  in  NMRI  nu/nu  Mäusen  untersucht.  Dafür  wurden  zu  unterschiedlichen 
Zeitpunkten  nach  der  Injektion  der  Testsubstanzen  (2,8  mg  /  kg  Körpergewicht) 
Gewebeproben  (Herz,  Lunge,  Leber,  Milz,  Brustbein)  entnommen,  die  einerseits 
extraktiv mithilfe der intrinsischen Fluoreszenz (λExc = 485 / 20 nm,   λEm = 590 / 20 
nm),  andererseits  in  Form  von  20-35  µm  dünnen  Gewebeschnitten  fluoreszenz-
mikroskopisch untersucht wurden (vgl. Abbildung 4-20 und 4-21).    
Abbildung 4-20: Gewebeverteilung von Doxorubicin  (13)  und seinen Derivaten  26 und  32:  Bestimmung der 
intrinsischen Fluoreszenz  (λExc = 485 / 20 nm,   λEm = 590 / 20 nm)  in Gewebeproben männlicher NMRI nu/nu 
Mäuse, die für 0,5 min       , 30 min       , 60 min        und 120 min        mit den Testsubstanzen (2,8 mg / kg)  
behandelt worden waren, relativ zur unbehandelten Kontrolle (       ). 
Ausschließlich  das  Fettsäurederivat  26  konnte  sowohl  extraktiv  als  auch 
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Für die mikroskopischen Untersuchungen wurden sowohl native als auch Parafin-
fixierte  Gewebeschnitte  angefertigt:  Während  die  nativen  Schnittserien  eine 
Lokalisation von  26 innerhalb des Lungengewebes ermöglichten (vgl. Abbildung 4-
21,  A),  fand  durch  die  Fixierung,  wie  bereits  beschrieben  (vgl.  4.4.4  Zelluläre 
Verteilung: Fluoreszenzfärbungen), eine Art Auswaschung statt, was die Lokalisation 
erschwerte. Andererseits war die Gewebestruktur in den histologischen Schnittserien 
wesentlich besser zu erkennen (vgl. Abbildung 4-21, B).
Abbildung  4-21: Gewebeverteilung  des  Doxorubicinderivats  26 in  der  Lunge  (30  min  nach  der  Injektion, 
Fluoreszenzkanal):  die Visualisierung erfolgte (A) vor und (B) nach der Fixierung in Parafin in 20-35 µm dicken 
Gewebeproben mit einem Fluoreszenzmikroskop (Axiovert 135, Achrostigmat-Objektiv 35×, Filterset DAPI). Die 
Akkumulation  von  26 im  Lungengewebe  wurde  markiert  (Δ),  ebenso  die  intrinsische  Fluoreszenz  der  roten 
Blutkörperchen (*).
Die mikroskopischen Aufnahmen der Lungengewebs-Schnitte bestätigen die mittels 
Ethanol-Extraktion gewonnene Gewebeverteilung von  26  (vgl. Abbildung 4-21). Für 
keine  andere  Gewebeprobe  konnte  eine  derartige  Ansammlung  des  Wirkstoffs 
festgestellt werden. Die übrigen Verbindungen  13 und  35 konnten auch auf diese 
Weise nicht in den Geweben nachgewiesen werden. Möglicherweise wirkt die lange 
Fettsäureseitenkette  wiederum  als  Anker  und  ermöglicht  so  eine  stärkere 
Akkumulation im Gewebe. 
Die  Ergebnisse  dieser  Untersuchung  zeigen  eindrucksvoll,  wie  hilfreich  die 
intrinsische Fluoreszenz eines Wirkstoffs sein kann. Wenn auch eine Vielzahl von 
Messmethoden  aufgrund  der  Eigenfluoreszenz  schwer  durchzuführen  sind,  so 
profitiert man in dieser Hinsicht davon.
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 4.6 Zusammenfassende Diskussion
Am Beispiel  der  Funktionalisierung von Doxorubicin  (13)  mit  verschiedenen Fett-
säuren  zeigt  sich  sehr  schön,  dass  kleine  Veränderungen  der  Leitstruktur  einen 
erheblichen Einfluss auf das biologische Wirkprofil einer Substanz haben können. So 
kann  die  Wachstums-inhibierende  Wirkung  13 an  verschiedenen  Zelllinien,  die 
üblicherweise damit therapiert werden – also Melanom-, Leukämie- und Karzinom-
Zellen,  durch  die  Anknüpfung  einer  einfachen  Fettsäure  verbessert  werden:  Das 
Heptadecansäure-Doxorubicinhydrochlorid-Hydrazon  (26)  zeigt  verglichen  mit  den 
übrigen  Fettsäurederivaten  deutliche  Aktivität  gegen  diese  Zelllinien  und  übertrifft 
aufgrund  einer  geringeren  Anfälligkeit  gegenüber  dem ABC-Transporter  P-gp  die 
Wirkung von 13 an den mehrfachresistenten KB-V1VBL-Zellen um das 3-Fache. Von 
den Terpenderivaten zeigen die (–)-Mentholderivate 32 und 35 überdurchschnittliche 
Aktivität  gegen  alle  Zelllinien:  Das  11-[(–)-Menthoxy-carbonyl]-undecansäure-
Doxorubicinhydrochlorid-Hydrazon (35) übertrifft  die Wirkung aller Derivate an den 
518A2-Zellen und ist  zudem noch an Doxorubicin-resistenten Zellen  wirksam.  Es 
konnten somit zwei Doxorubicinderivate (26 und  35) identifiziert werden, die in der 
Lage sind, limitierende Mehrfachresistenzen zu überwinden.
Die  Wirkungsweise  von  Doxorubicin  (13)  und  seinen  Derivaten  ist  hauptsächlich 
apoptotisch:  Es  zeigen  sich  morphologische  Veränderung  der  Zellen  sowie  eine 
Fragmentierung  der  zellulären  DNA.  Weiterhin  konnte  die  Beteiligung  Apoptose-
relevanter Caspasen, eine vermehrte bax-mRNA-Expression sowie eine Abnahme 
an intakten Mitochondrien festgestellt werden, wobei die Caspase-Kinetiken von der 
Zelllinie  und  dem  jeweiligen  Derivat  abhängen.  So  konnte  eine  Aktivierung  der 
Caspase-8  (HL-60)  bzw.  Caspase-9  (518A2)  als  Apoptose-initiierend  ausgemacht 
werden.  Eine Ausnahme bildet  jedoch das 11-[(–)-Menthoxy-carbonyl]-ethansäure-
Doxorubicinhydrochlorid-Hydrazon (32), welches aufgrund der Repression der bcl-2-
mRNA-Expression in  den 518A2-Zellen zu einer  Überwindung derer  Blockade im 
intrinsischen und extrinsischen Apoptose-Pfad und somit  zu einer  Aktivierung der 
Initiatorcaspase-8 und einer stärkeren Abnahme intakter Mitochondrien (ΔΨ↓) führt. 
Außerdem ist ein Zellzyklus-Arrest während der S-Phase – also der Replikations-
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phase  –  zu  verzeichnen.  Aufgrund  der  Interkalation  in  die  DNA,  die  je  nach 
Fettsäure-Rest mehr oder weniger stark ausgeprägt ist, und der dadurch bedingten 
Blockierung  DNA-bindender  Enzyme  (Topoisimerase  II,  Helikase,  Polymerase) 
kommt  es  zu  einer  Arretierung  der  Zellen  in  der  S-Phase.  Ein  Ausbleiben  der 
Reparatur der DNA-Schäden führt folglich zu einer vermehrten Apoptose-Rate.  Die 
Apoptose-Initiation  ist  zudem  an  die  Bildung  reaktiver  Sauerstoffradikale  (ROS) 
geknüpft.  Unter  klinisch  relevanten  Konzentrationen  (5µM)  führen  vor  allem  die 
Doxorubicinderivate zu einer erhöhten ROS-Produktion. Aufgrund der vollständigen 
Regenerierung des 5,12-p-Chinon-Kerns (Zyklovoltametrie) sind die Derivate anders 
als 13 in der Lage, reversibel mit Sauerstoff zu reagieren und mehr ROS zu bilden. 
Durch die Generierung von ROS scheinen weiterhin redox-sensitive Kinasen wie die 
MAP-Kinasen ERK, JNK und p38-MAPK, aber vor allem die Proteinkinase C aktiviert 
zu werden, um sich an der Apoptose-Initiation zu beteiligen. Auch die Mitwirkung von 
Ceramiden  und Ca2+ als  second  messenger der  Apoptose konnte  in  den HL-60-
Zellen für alle Derivate festgestellt werden. Dabei erfolgt die Bildung der Ceramide 
einerseits die Ceramidsynthase und andererseits durch die Sphingomyelinase. 
Mithilfe der intrinsischen Fluoreszenz konnten außerdem die Wirkmechanismen der 
verschiedenen Derivate eingegrenzt werden: Während Doxorubicin (13) und das (–)-
Mentholderivat 35 nach kurzen Inkubationszeiten vorwiegend im Zellkern bzw. später 
in zytoplasmatischen Vesikeln akkumulieren, kann das Fettsäurederivat 26 zu keiner 
Zeit  im  Zellkern  lokalisiert  werden,  sondern  ausschließlich  in  zytoplasmatischen 
Vesikeln sowie in der Zellmembranen. Möglicherweise dient der Fettsäurerest dabei 
als  eine  Art  Anker.  Dieser  verhilft  26 wahrscheinlich  auch  zu  einer  vermehrten 
Akkumulation in den resistenten Zervix- und Mammakarzinom-Zellen; der Eintritt in 
den  Zellkern  und  die  Ausprägung  der  Wirkung  wird  jedoch  ebenfalls  erschwert. 
Bemerkenswerterweise konnte  26 als einziges Derivat im Lungengewebe von  i.v.  
behandelten Mäusen nachgewiesen werden, was die „Anker-Theorie“ bekräftigt. In 
Anbetracht der Tatsache, dass die Prognosen für Lungenkrebs-Patienten auch heute 
noch sehr gering sind, bietet das Doxorubicinderivat 26 die Möglichkeit, selektiver in 
der  Lunge  zu  akkumulieren  und  seine  Wirkung  zu  entfalten  als  die  üblichen 
Präparate, die zur Anwendung kämen (z.B. Doxorubicin (13)).
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 5 Ergebnisse und Diskussion: Thymochinon (17) und seine Derivate
 5.1 Bestimmung der Wirksamkeit 
 5.1.1 MTT-Test: Fettsäurederivate
 5.1.1.1 Effektivität
Auch für Thymochinon (17) und seine Fettsäurederivate 40-53 wurde in vitro mittels 
MTT-Test die Wachstums-inhibierende Wirkung gegenüber den 518A2 Melanoma-, 
HL-60 Leukämie-, HT-29 Kolonkarzinom-, KB-V1VBL Zervixkarzinom- und MCF-7TOPO 
Mammakarzinom-Zellen bestimmt. Die generelle Zelllinienspezifität für 17,  40 sowie 
43-53 nach  72-stündiger  Inkubation  ist in  Abbildung  5-1  dargestellt;  eine  aus-
führliche Auflistung aller  Kurz-  und Langzeitergebnisse (24-72 h) befindet  sich im 
Anhang in den Tabellen A-8, A-9, A-10, A-12 und A-14 (vgl. 3.3.1.1 Effektivität).
Abbildung 5-1: Generelle Zelllinienspezifität von Thymochinon (17) und seinen Derivaten 40 sowie 43-53 gegen 
518A2-, HL-60-, HT-29-, KB-V1VBL- sowie MCF-7TOPO-Zellen: Zelllinienspezifische Auftragung der logarithmierten 
IC50 (72 h)-Werte der einzelnen Derivate relativ zum Mittelwert der logarithmierten IC50 (72 h)-Werte aller Derivate, 
negative bzw. positive Werte stehen für eine im Vergleich zum Mittelwert bessere bzw. schlechtere Wirkung der 
Derivate, Markierung der Wirkung von 17 (–—) zur besseren Vergleichbarkeit. 
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Wie bei den Doxorubicinderivaten lieferte auch im Fall von Thymochinon (17) genau 
eine Derivatisierungsmethode die über alle Zellinien gesehen effektivsten Derivate: 
die direkte Alkylierung von 17 via C-6. Während Hydrazon 40 und Amid 41 an den 
resistenten HT-29 Kolonkarzinom- bzw. MCF-7TOPO Mammakarzinom-Zellen zu keiner 
Wachstums-Inhibierung  führte,  zeigte  42 geringe  Aktivität.  Das  Hexadecansäure-
Hydrazon  40 war zwar verglichen mit Thymochinon (17) deutlich effektiver gegen-
über  den  HL-60  Leukämie-Zellen,  der  therapeutische  Index  jedoch  wurde  nicht 
verbessert (vgl.  Tabelle A-9 sowie 5.1.1.3 Selektivität).  Aus diesem Grund wurden 
ausschließlich  direkt  verknüpfte  Thymochinonderivate  systematisch  mit  ver-
schiedenen gesättigten und ungesättigten Fettsäuren synthetisiert, um den Einfluss 
der Doppelbindungen auf die Wirksamkeit der Derivate zu überprüfen. Anders als bei 
13 konnte in diesem Fall eine Regelmäßigkeit festgestellt werden: Je ungesättigter 
und länger der Fettsäurerest dabei war, desto aktiver war das resultierende Derivat. 
Mit  Abstand am effektivsten  gegen alle  verwendeten  Zelllinien  war  das 6-(All-Z)-
Henicosa-3,6,9,12,15,18-hexaenyl-Thymochinon (47, DHA): Es übertraf mit Langzeit-
IC50-Werten  im nano-molaren Bereich  an  allen  adhärenten Tumor-Zelllinien  – vor 
allem an den MCF-7TOPO Mammakarzinom-Zellen (30  ± 10 nM)  – bei  Weitem die 
Wirksamkeit  der  Ausgangsverbindung  17 und  der  übrigen  Derivate  (43-46,  vgl. 
Abbildung 4-24). Die Docosahexaensäure  73, die zur Synthese von  47 verwendet 
wurde, zeigte im MTT-Test keinerlei Wirkung (vgl. Tabellen A-8, A-9, A-10, A-12 und 
A-14  im  Anhang).  Um  so  erstaunlicher  ist  die  dramatische  Verbesserung  der 
Effektivität durch die Derivatisierung.[165]
Weiterhin  konnte  die  geringe  Wirkung  des  vollständig  gesättigten  bzw.  einfach 
ungesättigten Fettsäurederivats  43  bzw. 44  durch Oxofunktionalisierung verbessert 
werden. Die so erhaltenen Derivate 48-50 sind nun deutlich aktiver, ohne jedoch an 
Tumorselektivität  zu  verlieren.  Andererseits  geht  die  Aktivität  durch  diese 
Funktionalisierung des 3-fach ungesättigten 46 zu 51 verloren (vgl. Abbildung 5-1).
Die verzweigten Alkyl-Thymochinone  52 und  53 brachten keine Verbesserung der 
Wirkung  gegenüber  17.  Hierbei  hätten  ebenfalls  längere  Alkylreste  untersucht 
werden müssen, um abschließende Aussagen über die Wirkoptimierung zu treffen.
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 5.1.1.2 MDR-Sensitivität
Für Thymochinon (17) gibt es noch keine klinischen Studien, die einen Einfluss von 
ABC-Transportproteinen auf dessen Wirkung beschreiben, dennoch wurde die MDR-
Sensitivität der interessantesten Fettsäurederivate an den mehrfachresistenten HT-
29COLC-,  KB-V1VBL- und MCF-7TOPO-Zellen auf Basis des MTT-Tests untersucht (vgl. 
3.3.1.2 MDR-Sensitivität). Die verwendeten IC50-Werte nach 72 h Inkubation sind in 
den Tabellen A-10 bis A-15 aufgeführt;  die ermittelten Quotienten R(+/–) aus den 
IC50-Werten an den resistenten und sensitiven Zellen sind in  Tabelle 5-1 zu finden. 
Diese  sollten idealerweise bei 1 liegen, dann ist  nämlich die Anfälligkeit  der Test-
substanzen gegenüber der Resistenz eher gering.




HT-29  COLC  
HT-29
KB-V1  VBL  
KB-V1
MCF-7  TOPO  
MCF-7
17 1,2 1,3 1,3
40 0,8 0,9 1,1
43 1,0 1,6 3,0
46 1,0 0,7 0,7
47 27,5 1,0 1,5
53 1,1 0,8 3,8
a  Der Faktor R(+/–) ergibt  sich aus dem  Quotienten der  IC50 (72 h)-Werte an den resistenten und sensitiven 
Zellen.
Es konnte kein signifikanter Unterschied beim Vergleich der MTT-Ergebnisse an den 
resistenten und sensitiven Zellen für die untersuchten Thymochinonderivate festge-
stellt werden, mit Ausnahme des DHA-Derivats  47. Hier schien es eine Anfälligkeit 
gegenüber dem ABC-Transporter MRP-1 zu geben, denn 47 war an den elterlichen 
HT-29  Kolonkarzinom-Zellen  viel  effektiver  (0,89  ± 0,37  µM)  als  an  den 
mehrfachresistenten HT-29COLC-Zellen (24,52  ± 8,79 µM). Dies wurde in Gegenwart 
der  Inhibitoren  für  die  ABC-Transporter  MRP-1,  P-gp  und  BCRP auf  MTT-Basis 
überprüft. Die resultierenden MDR-Sensitivitäts-Faktoren R(+/–) sind in Tabelle 5-2 
aufgelistet.
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*KB-V1  VBL  
KB-V1VBL
*MCF-7  TOPO  
MCF-7TOPO
17 0,4 0,8 0,9
40 0,8 0,02 0,04
43 0,9 0,02 0,01
46 0,5 0,6 0,8
47 2,4 1,7 40,3
53 1,1 1,2 0,5
a  Der Faktor R(+/–) ergibt sich aus dem  Quotienten der  IC50 (72 h)-Werten an den resistenten und sensitiven 
Zellen.
*  24 h  vor  Zugabe der  Testsubstanzen wurde  MK571 (10  µM) zur  MRP-1-Inhibierung  in  den  HT-29-Zellen, 
Verapamil (24 µM) zur Inhibierung von P-gp in den KB-V1VBL-Zellen und Fumitremorgin C (1,2 µM) zur BCRP-
Inhibierung in den MCF-7TOPO-Zellen verabreicht.
Thymochinon (17) und die Derivate  46 und  53 zeigten keine oder nur geringe Auf-
fälligkeiten, die auf eine Ausschleusung durch die entsprechenden ABC-Transporter 
schließen  ließ.  Für  40  und  43 dagegen  verstärkte  sich  die  Effektivität  nach 
Inhibierung von P-gp und BCRP in den Zervix-  und Mammakarzinom-Zellen, was 
einen  möglichen  Einfluss  dieser  Transportproteine  auf  die  Wirkung  der  Derivate 
bedeutet. Dies  könnte  auch  den  etwas  erhöhten  Faktor  R(+/–)  aus  Tabelle  5-1 
erklären. Anders als erwartet, verminderte sich die Wirkung von 47 durch die Zugabe 
der  Inhibitoren;  besonders  drastisch  war  dies  für  die  Mammakarzinom-Zellen  zu 
verzeichnen.  Möglicherweise  wechselwirken  die  Inhibitoren  mit  der  Testsubstanz 
oder  führen  zu  einer  Verminderung  der  Aufnahme  von  47 durch  die  Zellen  und 
letztlich zu einem Wirkungsverlust. An dieser Stelle muss gesagt werden, dass die 
verwendeten  Inhibitoren  zwar  sehr  selektiv  wirken  und  auch  stets  in  den 
Konzentrationsbereichen  angewandt  werden,  die  optimal  für  die  gewünschte 
inhibierende  Funktion  sind;  dennoch  kann  es  immer  zu  unerwünschten  Neben-
reaktionen kommen, die die Auswertung der Ergebnisse erschweren.
Wie  bereits  für  Doxorubicin  (13)  beschrieben,  kann  die  Ausschleusung  von 
Wirkstoffen  auch  unabhängig  von  den  ABC-Transportproteinen  erfolgen,  nämlich 
über  sogenannte  Glucuronid-Transporter.  Die  hierfür  notwendige Glucuronisierung 
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durch UGTs kann durch den Inhibitor Propofol gehemmt werden (vgl. 3.3.1.2 MDR-
Sensitivität). Vergleicht man nun die  IC50-Werte nach 72 h Inkubation mit und ohne 
Inhibitor (vgl. Tabelle A-11), so kann man auf eine eventuelle Anfälligkeit der Test-
substanzen für solche Transporter schließen. Liegt der Quotient R(+/–) unter 1, so ist 
ein  Glucuronierung durch  UGTs mit  anschließender  Ausschleusung der  Substanz 
wahrscheinlich. Für keines der ausgewählten Derivate konnte dabei ein Einfluss der 
UGTs auf die Wirkung festgestellt werden. Interessanterweise wurde die Effektivität 
des DHA-Derivats 47 wiederum durch die Zugabe des Inhibitors vermindert, was die 
Theorie  der  Aufnahme  dieses  Derivats  über  bestimmte  Transporter  oder  Carrier 
bekräftigt.
 5.1.1.3 Selektivität
Wie für Doxorubicin (13) beschrieben, wurde auch für Thymochinon (17) und seine 
aktivsten Fettsäurederivate die Tumorselektivität überprüft. Hierbei wurden ebenfalls 
die Langzeit-IC50-Werte an nicht-malignen Fibroblasten (HF) mit denen an den 518A2 
Melanom-Zellen verglichen. Die ermittelten therapeutischen Indices sind in Tabelle 5-
3 zusammengefasst.  
Tabelle 5-3: Selektivität von Thymochinon (17) und seinen Derivaten 40, 42,  46, 47 und 53 an Melanom-Zellen 
(518A2) im Vergleich zu nicht-malignen Fibroblasten (HF).
Testsubstanz
IC50 (72 h) [µM]a TIb
HF 518A2    HF  518A2
17 32,62 ± 19,96 28,33 ± 9,17 1,2
40 29,80 ± 9,71 22,16 ± 8,00 1,3
42 > 100 66,80 ± 9,32 1,5
46 74,56 ± 18,00 11,18 ± 4,01 6,7
47 5,05 ± 2,27 0,33 ± 0,10 15,3
53 > 100 23,03 ± 7,07 4,4
a IC50-Werte erhalten nach 72-stündiger Behandlung der HF Fibroblasten und 518A2 Melanom-Zellen mittels 
MTT-Test.  Die  Werte  repräsentieren  die  Mittelwerte  ±  Standardabweichungen  von  fünf  unabhängigen 
Experimenten.
b Der therapeutische Index TI ergibt sich aus dem Quotienten der IC50 (72 h)-Werte an den HF Fibroblasten und 
den 518A2 Melanom-Zellen.
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Der  beste  therapeutische  Index  wurde  für  das  Derivat  47 erhalten.  Die  übrigen 
getesteten Derivate zeigten zwar einen verglichen mit 17 besseren TI, waren jedoch 
allesamt zu inaktiv. 
Erfreulicherweise war  das DHA-Derivat  47  das aktivste  dieser  „ersten Serie“;  die 
eher  geringe  zytotoxische  Wirkung  von  Thymochinon  (17)  konnte  durch  die 
Derivatisierung mit der Fettsäure DHA (73) um den Faktor 86 gesteigert werden. 
 5.1.2 MTT-Test: Terpenderivate
 5.1.2.1 Effektivität
Weiterhin  wurden  für  die  Thymochinon-Terpenderivate  56-72 MTT-Tests  zur 
Ermittlung  der  Wachstums-inhibierenden  Funktion  gegenüber  den  518A2 
Melanoma-, HL-60 Leukämie-, HT-29 Kolonkarzinom-, KB-V1VBL Zervixkarzinom- und 
MCF-7TOPO Mammakarzinom-Zellen  durchgeführt.  Die  generelle  Zelllinienspezifität 
nach Langzeitinkubation ist für 56-59 sowie 65-72 in Abbildung 5-2 dargestellt; eine 
ausführliche Auflistung der Ergebnisse (24-72 h) ist im Anhang in den Tabellen A-8, 
A-9, A-10, A-12 und A-14 zu finden (vgl. 3.3.1.1 Effektivität).
Um wiederum den Einfluss der Kettenlänge zwischen dem Thymochinon-Kern und 
dem Terpen-Rest zu untersuchen, wurden zunächst die (–)-Menthol-Konjugate 56-59 
mit  unterschiedlich  langen  Spacern getestet.  Auch  hierbei  ergab  sich  eine 
Regelmäßigkeit; diejenigen Derivate mit den kürzeren Spacern (56 und 57) scheinen 
aktiver zu sein als Derivate mit längeren  Spacern (58  und 59, vgl. Abbildung 5-2). 
Daher wurden alle übrigen Derivate fast ausschließlich in dieser Form synthetisiert. 
Unter  den  Monoterpenderivaten  gleicher  Spacer-Länge  gab  es  jedoch  keine 
signifikanten  Unterschiede,  alle  zeigen  ein  ähnliches  Wirkungsspektrum  (vgl. 
Tabellen A-8, A-9, A-10, A-12 und A-14 im Anhang). Das aktivste Konjugat dieser 
Gruppe ist das  6-[3-(–)-Menthoxycarbonyl]-propyl-Thymochinon (56), das außer an 
den  resistenten  HT-29  Kolonkarzinom-Zellen  stets  Langzeit-IC50-Werte  im  ein-
stelligen mikro-molaren Bereich (< 10 µM) aufweist.[166] 
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Abbildung 5-2:  Generelle Zelllinienspezifität von Thymochinon (17) und seinen Derivaten  56-59 sowie  65-72 
gegen  518A2-,  HL-60-,  HT-29-,  KB-V1VBL- sowie  MCF-7TOPO-Zellen:  Zelllinienspezifische  Auftragung  der 
logarithmierten  IC50 (72 h)-Werte der einzelnen Derivate relativ zum Mittelwert der logarithmierten  IC50 (72 h)-
Werte aller  Derivate,  negative bzw.  positive Werte stehen für eine im Vergleich zum Mittelwert  bessere bzw. 
schlechtere Wirkung der Derivate, Markierung der Wirkung von 17 (–—) zur besseren Vergleichbarkeit.
Eine weitere Wirkungssteigerung konnte mit der Konjugation von kommerziell nicht 
erhältlichen Sesqui-,  Di- und Triterpenen an das Thymochinon-Grundgerüst erzielt 
werden (65-72). Von den Sesquiterpenderivaten übertrafen gleich 3 die Wirkung der 
Ausgangsverbindung  17  signifikant,  nämlich  6-(3-Hydroxycaryophyllen)-propyl-
Thymochinon 65, 6-(3-Germacrol)-propyl-Thymochinon 69 und 6-(3-Illudin M)-propyl-
Thymochinon 70. Letzteres trägt den Naturstoff Illudin M 74 als Rest, welcher selbst 
antitumorale Eigenschaften aufweist, jedoch relativ unspezifisch gegen Tumore und 
nicht-maligne  Zellen  wirkt.  Durch  die  Konjugation  von  74 an  Thymochinon  (17) 
konnte zwar die Toxizität von Illudin M (74) vermindert und der therapeutische Index 
verbessert werden, jedoch ist die Wirkung an den nicht-malignen Fibroblasten (HF) 
immer noch so hoch, dass der Einsatz als Chemotherapeutikum eher nicht infrage 
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Weiterhin standen die beiden Triterpenderivate 71 und 72 zur Verfügung, wobei die 
Anbindung der Betulinsäure (75) an den Thymochinon-Grundkörper entweder über 
deren Säure- (72)  oder Alkoholfunktion (71)  erfolgte.  Die Wachstums-inhibierende 
Wirkung scheint dabei abhängig von der Anwesenheit der freien Alkoholfunktion zu 
sein, was den bisherigen Aussagen zum antitumoralen Effekt der Betulinsäure (74) 
widerspricht, wonach die Säurefunktion entscheidend ist.[73-74] Mit dem Thymochinon-
Betulinsäureester (72) konnte jedenfalls ein weiteres Derivat gefunden werden, das 
die Wirkung der Ausgangsverbindung Thymochinon (17) bei Weitem übertrifft (vgl. 
Abbildung 5-2). Es ist zudem mit einem Langzeit-IC50-Wert von 0,13 ± 0,02 µM das 
an den HL-60 Leukämie-Zellen beste getestete Thymochinonderivat und liegt damit 
im Wirkbereich des etablierten Chemotherapeutikums Doxorubicin (13, 0,08 ± 0,01 
µM). Interessanterweise ist auch 74 wie die DHA (73) kaum zytotoxisch gegenüber 
malignen Tumoren und nicht-malignen Fibroblasten (vgl. 5.1.2.3 Selektivität). 
Das einzige Diterpenderivat unter den Testsubstanzen, 6-(3-Hydroxycommunsäure)-
propyl-Thymochinon  68,  zeigte  tendenziell  eine  dem  Thymochinon  (17)  ähnliche 
Wirksamkeit. Analog zu den Betulinsäurederivaten hätte die Anbindung des Terpens 
auch über die Säurefunktion erfolgen können, was auch hier noch einmal zu einer 
Steigerung der Effektivität hätte führen können. Leider konnte dies nicht überprüft 
werden.
 5.1.2.2 MDR-Sensitivität
Für die interessantesten Terpenderivate wurde ebenfalls die MDR-Sensitivität an den 
mehrfachresistenten HT-29COLC-, KB-V1VBL- und MCF-7TOPO-Zellen auf Basis des MTT-
Tests untersucht (vgl. 3.3.1.2 MDR-Sensitivität). Die verwendeten IC50-Werte nach 72 
h Inkubation sind in den Tabellen A-10 bis A-15 aufgeführt; die ermittelten Quotienten 
R(+/–) aus den IC50-Werte an den resistenten und sensitiven Zellen sind in Tabelle 5-
4 zu finden. Diese  sollten idealerweise bei 1 liegen, dann wäre nämlich die MDR-
Sensitivität der Testsubstanzen sehr gering.
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HT-29  COLC  
HT-29
KB-V1  VBL  
KB-V1
MCF-7  TOPO  
MCF-7
17 1,2 1,3 1,3
56 0,7 0,3 0,3
59 1,0 1,3 2,3
65 3,3 1,2 0,4
69 0,8 1,2 0,5
70 2,9 1,2 0,9
71 3,8 1,0 0,8
72 8,2 0,6 0,4
a  Der Faktor R(+/–) ergibt  sich aus dem  Quotienten der  IC50 (72 h)-Werte an den resistenten und sensitiven 
Zellen.
Keines der untersuchten Thymochinon-Terpenderivate zeigte eine Anfälligkeit gegen-
über dem ABC-Transpotprotein P-gp (vgl. Tabelle 5-4). Die höheren Terpenderivate 
allerdings  –  besonders  die  Betulinsäurederivate  71 und  72  –  schienen  in  den 
mehrfachresistenten HT-29COLC  Kolonkarzinon-Zellen weniger effektiv zu sein als in 
den entsprechenden sensitiven Zellen.  Die Betulinsäure (75)  selbst  war  ebenfalls 
wenig wirksam gegenüber den HT-29COLC  -Zellen. Aber auch gegenüber den MCF-
7TOPO Mammakarzinon-Zellen zeigte 75 eine gewisse MDR-Sensitivität, die jedoch für 
die  Thymochinon-Konjugate  71 und  72 nicht  mehr  bestand.  Die  Zugabe  der 
Inhibitoren  dieser  ABC-Transporter  führte  an  diesen  beiden  Derivaten  zudem  zu 
einer Verminderung der Wirkung, was wiederum mit einer Wechselwirkung oder einer 
verringerten Aufnahme in die Zelle zu erklären ist (vgl. Tabelle 5-5).[166] 
Für die (–)-Mentholderivate wurde bereits eine Abhängigkeit  der Wirkung von der 
Länge  des  Spacers zwischen  dem  Thymochinon-Kern  und  dem  (–)-Mentholrest 
festgestellt (vgl. 5.1.2.1 Effektivität). Eine ähnliche Abhängigkeit ergibt sich auch für 
die  MDR-Sensitivität.  Die  aktiven Derivate  56 und  57 scheinen weniger  von  den 
ABC-Transportproteinen beeinflusst zu werden als die eher inaktiven Derivate 58 und 
59.  So  kann  ein  Zusammenhang  zwischen  der  Effektivität  und  MDR-Sensitivität 
hergestellt werden.[166]
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*KB-V1  VBL  
KB-V1
*MCF-7  TOPO  
MCF-7
17 0,4 0,8 0,9
56 0,8 1,3 1,1
59 2,5 0,5 0,2
65 0,05 0,4 1,1
69 0,3 0,5 1,6
70 0,4 0,4 1,1
71 3,8 1,7 0,4
72 5,3 5,2 4,4
a  Der Faktor R(+/–) ergibt  sich aus dem  Quotienten der  IC50 (72 h)-Werte an den resistenten und sensitiven 
Zellen.
 5.1.2.3 Selektivität
Weiterhin  wurden  die  Thymochinon-Terpenderivate  auf  ihre  Tumorselektivität  hin 
überprüft.  Hierbei  wurden,  wie  bereits  erwähnt,  die  Langzeit-IC50-Werte  an  nicht-
malignen Fibroblasten  (HF)  mit  denen an 518A2 Melanom-Zellen  verglichen.  Die 
resultierenden therapeutischen Indices sind in Tabelle 5-6 zusammengefasst; diese 
sollten möglichst hoch sein. 
Der beste therapeutische Index TI ergab sich für  6-[3-(–)-Menthoxycarbonyl]-propyl-
Thymochinon (56), das aktivste unter den Monoterpenenderivaten. Für die Sesqui- 
und  Diterpenkonjugate  (65-70)  konnte  keine  signifikante  Verbesserung  von  TI 
gegenüber Thymochinon (17) festgestellt werden. Durch die Konjugation von Illudin 
M  (74)  an  17 konnte  jedoch  die  hohe  Toxizität  von  74 gegen  nicht-maligne 
Fibroblasten gedrosselt werden, was in einer Verbesserung von TI um den Faktor 4,5 
resultierte.  Andererseits  ging  die  Tumorselektivität  der  Triterpensäure  75 durch 
Anbindung an  17 verloren; beide Betulinsäure-Derivate (71 und  72)  wiesen einen 
verglichen mit 75 deutlich geringeren TI auf.
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Tabelle 5-6:  Selektivität von Thymochinon (17) und seinen Derivaten 56,  59,  65 und 69-72 an Melanom-Zellen 
(518A2) im Vergleich zu nicht-malignen Fibroblasten (HF).
Testsubstanz
IC50 (72 h) [µM]a TIb
HF 518A2    HF  518A2
17 32,62 ± 19,96 28,33 ± 9,17 1,2
56 68,78 ± 12,38 3,90 ± 0,74 17,6
59 > 100 > 100 1,0
65 23,87 ± 0,93 13,09 ± 2,33 1,8
69 48,14 ± 14,14 12,23 ± 1,54 3,9
70 3,17 ± 1,68 2,87 ± 0,32 1,1
71 46,21 ± 5,52 53,27 ± 3,19 0,9
72 24,49 ± 8,05 11,40 ± 2,71 2,2
a IC50-Werte erhalten  nach 72-stündiger  Behandlung der  HF Fibroblasten  und 518A2-Melanom-Zellen mittels 
MTT-Test.  Die  Werte  repräsentieren  die  Mittelwerte  ±  Standardabweichungen  von  fünf  unabhängigen 
Experimenten.
b Der therapeutische Index TI ergibt sich aus dem Quotienten der IC50 (72 h)-Werte an den HF Fibroblasten und 
den 518A2-Melanom-Zellen.
Abschließend kann gesagt werden, dass die Derivatisierung von Thymochinon (17) 
mit verschiedenen gesättigten und ungesättigten, oxo-funktionalisierten und Terpen-
terminierten Fettsäuren zu einer  Verbesserung der  Wirkung und Tumorselektivität 
führt. Dabei stechen 2 Konjugate besonders hervor: Sowohl das DHA-Derivat 47 als 
auch das (–)-Menthol-Konjugat 56 führen zu einer mehr als 12-fachen Verbesserung 
der Tumorselektivität gegenüber  17. Gleichzeitig konnte die schwache antitumorale 
Wirkung von  17 um den Faktor 7 (56) bzw. 86 (47) gesteigert werden. Außerdem 
konnte gezeigt werden, dass die geringe Effektivität der längerkettigen Derivate (z.B. 
59)  auf  der  vermehrten  Ausschleusung  durch  bestimmte  ABC-Transportproteine 
beruht.
Weiterhin war eine Verminderung der Toxizität des Sesquiterpens Illudin M (74) durch 
die Konjugation an  17 möglich: Das so gewonnene Derivat  70 weist einen deutlich 
besseren TI als 74 auf, ohne jedoch an antitumoraler Wirksamkeit zu verlieren.
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 5.2 Nachweis von Apoptose
 5.2.1 Morphologie
Die morphologischen Veränderungen der Zellen nach der Behandlung mit den neuen 
Thymochinonderivaten konnten ebenfalls mikroskopisch verfolgt werden. Jedoch war 
die erste sichtbare Wirkung erst weit nach 24 h Inkubation festzustellen; die einzige 
Ausnahme bildete das Illudin M-Konjugat 70, das bereits nach 18 h zu den Apoptose-
typischen  Membranabschnürungen  führte.  Als  Beispiel  wurden  mikroskopische 
Aufnahmen der 518A2 Melanom-Zellen gewählt,  die  für  24 h bzw.  48 h mit  dem 
Thymochinon-Betulinsäure-Konjugat (72, Endkonzentration je 5 µM) inkubiert worden 
waren (vgl. Abbildung 5-3). 
Abbildung 5-3: Mikroskopische Aufnahme der 518A2 Melanom-Zellen nach 24- (A) bzw. 48-stündiger Inkubation 
(B) mit dem Thymochinon-Betulinsäureester (72, 5 µM): Zu den typischen Apoptose-bedingten, morphologischen 
Veränderung der behandelten Zellen zählt deren Schrumpfen sowie der Verlust von Zellverbindungen (∆) und die 
Unterteilung der Zelle in membrangebundene Vesikel (▲); Axiovert 135, Achrostigmat-Objektiv 35×. 
Während kurze Inkubationszeiten (< 24 h)  zu keinen bzw. nur  geringen morpho-
logischen  Veränderungen  führten,  zeigte  sich  nach  längeren  Zeiten  (>  48  h)  die 
typischerweise auftretende Unterteilung der Zellen in membrangebundene Vesikel 
sowie der fast vollständige Verlust von Zell-Zell-Verbindungen (vgl. Abbildung  5-3).
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 5.2.2 DNA-Fragmentierung
Die Fragmentierung der zellulären DNA als zentrales Ereignis während der Apoptose 
wurde im Fall der Thymochinonderivate immunohistochemisch mit dem TUNEL-Test 
nachgewiesen (vgl. 3.4.2 DNA-Fragmentierung).
 5.2.2.1 TUNEL-Test
Dieser Test beruht, wie bereits erwähnt, auf der Fluoreszenzmarkierung der freien 3`-
OH-Gruppen  der  DNA-Fragmente  und  der  anschließenden  Detektion  der  grün 
fluoreszierenden  Fragmente  mithilfe  eines  Fluoreszenzmikroskops  (vgl.  3.4.2.1 
TUNEL-Test).  Bezogen  auf  unbehandelte  Kontrollzellen  konnte  so  für  jedes 
Thymochinonderivat  eine  Apoptoserate  bestimmt  werden (vgl.  Tabelle  5-7).  Unter 
den Fettsäurederivaten zeigten nur  46 und 47 signifikante Apoptose-Induktion nach 
24 h Inkubation in beiden Zelllinien. Für die übrigen Derivate, auch für Thymochinon 
(17)  selbst,  wurden  Apoptoseraten  im  Bereich  der  Kontrolle  erhalten.[163] Die 
getesteten  Terpenderivate  70-72  führten  in  beiden  Zelllininen  zu  einer  erhöhten 
Apoptoserate; das bereits im MTT-Test hervorragende Betulinsäurederivat 72 schnitt 
an den HL-60-Zellen wiederum besser ab als 71. 
Tabelle  5-7:  Prozentualer  Anteil  an  apoptotischen  518A2-  und  HL-60-Zellen  [%]a nach  Inkubation  mit 
Thymochinon 17 und seinen Derivaten 40, 42, 46 sowie 70-72.
Testsubstanz
Apoptoserate (24 h) [%]a
518A2 HL-60
17 3.2 ± 2.1 2.1 ± 1.3
40 0.0 ± 0.1 2.0 ± 0.9
42 2.1 ± 1.9 2.1 ± 1.6
46 9.6 ± 6.3 11.4 ± 6.9
47 14.2 ± 1.8 8.9 ± 1.1
70 22.4 ± 6.9 21.9 ± 13.2
71 6.6 ± 2.2 12.4 ± 3.4
72 6.8 ± 0.7 21.4 ± 7.4
a  Anteil  apoptotischer Zellen (TUNEL, In Situ Cell Death Detection Kit, Roche) relativ zu einer unbehandelten 
Kontrolle (0%) nach einer 24-stündigen Behandlung der 518A2- und HL-60-Zellen mit den Testsubstanzen (5 
µM). Die Werte repräsentieren die Mittelwerte ± Standardabweichungen aus drei unabhängigen Messungen. 
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Erwähnenswert  ist,  dass  sowohl  die  Docosahexaensäure  73 als  auch  die 
Betulinsäure 75 (Ausnahme HL-60: ~ 10% Apoptose) kaum Apoptose-Induktion be-
wirken. Illudin M 74 selbst ist dabei sehr viel aktiver als sein Konjugat 70 und führt zu 
Apoptose-Raten von etwa 25% (HL-60) bis fast 40% (518A2). 
Auf  die  Durchführung  der  Gelelektrophorese  wurde  verzichtet,  denn  es  konnte 
erfolgreich gezeigt werden, dass die zytotoxische, Wachstums-inhibierende Wirkung 
der  Thymochinonderivate  auf  der  Auslösung  von  Apoptose  beruhte.  Für 
Thymochinon (17) selbst konnte unter diesen Bedingungen keine Apoptose-Induktion 
festgestellt  werden,  es  ist  aber  bekannt,  dass  höhere  Konzentrationen  diese 
auslösen.[18-19]
 5.2.3 Bestimmung der Caspase-Aktivitäten
 5.2.3.1 Caspase-Aktivitätstest
Auch für die Thymochinonderivate wurde die Beteiligung der Caspasen-3, -8 und -9 
an der Initiation der Apoptose in den 518A2 Melanom- bzw. HL-60 Leukämie-Zellen 
untersucht.  Es  ergaben  sich  dabei  für  die  verschiedenen  Derivate  Caspase-
Kinetiken,  die  sich  teilweise  stark  von  den  durch  Thymochinon  (17)  induzierten 
unterschieden (vgl. Abbildung 5-4).  Verglichen mit den Doxorubicinderivaten jedoch 
konnte  eine  Analogie  festgestellt  werden.  Und  zwar  schien  die  Bcl-2-abhängige 
Blockade des intrinsischen, mitochondrialen Pfads der Apoptose in den 518A2-Zellen 
wiederum zur  Hemmung der  Caspase-3-  bzw.  -8-Aktivierung  zu  führen,  weshalb 
vorwiegend die Caspase-9 als Initiator fungierte.[33-34] In den HL-60-Zellen dagegen 
waren zumeist alle drei Caspasen beteiligt.
Thymochinon (17) führte in den HL-60-Zellen zu einer frühen (> 2 h) Aktivierung der 
Caspase-3, gefolgt von der Rekrutierung aller Caspasen nach 12 h. Im Gegensatz 
dazu ergab sich für 46 und 72 ein Maximum aller Caspase-Aktivitäten zwischen 12 h 
und 18 h Inkubation. Die Konjugate  47 und  70 zählten zwar im MTT- und TUNEL-
Test zu den aktivsten, bewirkten jedoch nur eine moderate Caspase-Aktivierung.[165]
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Abbildung 5-4: Caspase-3-, -8- und -9-Aktivität in 518A2-Zellen (links) sowie HL-60-Zellen (rechts) nach einer 
Inkubation mit Thymochinon (17) und seinen Derivaten  46,  47,  70 und  72: Verwendung der luminometrischen 
Assays Caspase-Glo 3/7, 8 und 9; Darstellung der Aktivitäten der Caspasen-3/7 (■), -8 (♦) und -9 (▲) und als 
relative  Lumineszenzintensitäten.  Diese  Daten  repräsentieren  die  Ergebnisse  von  zwei  unabhängigen 
Messungen.
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In den 518A2-Zellen führte die Inkubation mit Thymochinon (17) und den Derivaten 
46 und 72 zu einer Aktivierung der Caspase-9 nach 6 h bzw. 12 h. Die Konjugate 47 
und 70 bewirkten wiederum nur eine geringe Aktivierung aller Caspasen.[165] 
 5.2.4 Apoptose-Regulationsproteinen: Bcl-2, Bax und Bid
 5.2.4.1 Quantitative real time-PCR
Weiterhin wurden für Thymochinon (17) und seine aktivsten Derivate 47,  70 und 72 
die  Apoptose-relevanten  Verhältnisse  der  bax-  zu  bcl-2-mRNA in  den  Zelllinien 
518A2 und HL-60 berechnet (vgl. Abbildung 5-5). Die hierfür verwendeten Daten sind 
im Anhang in den Tabellen A-22 bis A-24 zu finden.
Abbildung 5-5: bax / bcl-2 mRNA- Expression in 518A2 Melanom- und HL-60 Leukämie-Zellen nach 24 h, 48 h 
bzw.  72  h  Inkubation  (5  µM)  mit  Thymochinon  (17)  und  seinen  Derivaten 47,  70  und 72.   Diese  Daten 
repräsentieren die Ergebnisse von zwei unabhängigen Messungen.
In den HL-60-Zellen führten alle Thymochinonderivate bis auf das DHA-Derivat  47 
zu einem pro-apoptotischen Verhältnis der bax- zu bcl-2-mRNA. Für  47 waren die 
Messpunkte  offenbar  nicht  günstig  gewählt,  denn  die  Caspase-3-,  -8-  und  -9-
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bestimmung).  In  Bezug  auf  die  Bcl-2-überexprimierenden  518A2-Zellen  konnte 
sowohl  für  Thymochinon  (17)  als  auch  für  die  Derivate  47,  70 und  72 eine 
Repression  der  bcl-2-mRNA-Expression  und  ein  damit  verbundener  Anstieg  im 
Apoptose-relevanten  Verhältnis  der  bax-  zu  bcl-2-mRNA verzeichnet  werden;  am 
deutlichsten war dies für Derivat 47 festzustellen.[33-34] 
Die Ergebnisse aus der quantitativen  real time-PCR passen somit sehr gut zu den 
bisherigen  Ergebnissen  zur  Wachstums-inhibierenden  (MTT-Test)  und  Apoptose-
induzierenden  Wirkung  (TUNEL-Test,  Caspase-Aktivitätsbestimmung)  der  Thymo-
chinonderivate.
 5.2.5 Mitochondrienmembranpotential
Außerdem wurde das Kollabieren des Mitochondrienmembranpotentials  ΔΨ in mit 
Thymochinonderivaten  behandelten 518A2 Melanom- und HL-60 Leukämie-Zellen 
mithilfe des Fluoreszenzfarbstoffs JC-1 84 und unter Verwendung eines Fluoreszenz-
Plattenreaders untersucht. Die Ergebnisse hierzu sind in der folgenden  Tabelle 5-8 
aufgelistet. 
Sowohl  in  den  HL-60  Leukämie-Zellen  als  auch  in  den  518A2  Melanom-Zellen 
konnte auch nach 72-stündiger Inkubation nur eine geringe Abnahme der intakten 
Mitochondrien festgestellt werden. Für die Konjugate  47 und 70 wurden die besten 
Ergebnisse in den Melanom-Zellen erzielt; die Behandlung dieser mit  47 führte zu 
einem fast 25%-igen Verlust der intakten Mitochondrien, die Inkubation mit 70 sogar 
zu einem 55%-igen Verlust.  Zudem ergab sich besonders für  diese Derivate eine 
starke Abnahme der bcl-2-mRNA-Expression und somit eine Möglichkeit, die Bcl-2-
gerichtete  Blockade des mitochondrialen  Apoptose-Pfads in  den 518A2-Zellen  zu 
umgehen (vgl. 5.2.4.1 Quantitative real time-PCR).[33-34,165-166]  In den Leukämie-Zellen 
bewirkte die 72-stündige Behandlung mit den (–)-Mentholderivaten 56 und 59 sowie 
dem Illudin M-Konjugat  70 eine Abnahme der intakten Mitochondrien um nur etwa 
30%. Dies zeigte deutlich, dass die Initiation der Apoptose nicht zwingend mit der 
Abnahme des Mitochondrienmembranpotentials ΔΨ einhergehen muss.[167]
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Tabelle 5-8: Prozentualer Anteil intakter Mitochondrien [%]a in 518A2 Melanom- und HL-60 Leukämie-Zellen nach 




24 h 72 h 24 h 72 h
17 99.8 ± 6.3 94.6 ± 7.0 82.6 ± 6.1 82.5 ± 4.9
40 94.3 ± 5.1 92.5 ± 11.3 101.0 ± 7.0 96.0 ± 12.2
42 106.0 ± 9.5 96.7 ± 9.6 105.7 ± 5.2 101.1 ± 7.1
46 90.0 ± 6.6 87.4 ± 13.4 86.1 ± 9.8 89.0 ± 13.3
47 79.6 ± 1.8 76.3 ± 22.9 95.4 ± 4.4 85.1 ± 14.3
52 88.7 ± 5.7 91.9 ± 6.1 98.2 ± 6.3 98.9 ± 8.0
56 105.7 ± 13.1 92.6 ± 12.1 123.8 ± 36.0 76.9 ± 9.8
59 106.9 ± 11.0 94.2 ± 1.9 91.8 ± 17.5 70.1 ± 10.6
65 92.0 ± 17.9 95.7 ± 3.6 116.7 ± 46.2 86.7 ± 5.2
66 108.3 ± 1.4 100.0 ± 1.2 84.9 ± 1.1 95.1 ± 1.8
69 91.7 ± 14.2 98.1 ± 1.6 93.2 ± 21.8 87.5 ± 12.4
70 72.7 ± 4.3 54.0 ± 11.0 94.2 ± 1.2 68.7 ± 25.5
71 116.8 ± 1.9 88.5 ± 1.6 103.5 ± 11.5 99.1 ± 3.0
72 100.6 ± 9.0 97.9 ± 2.9 126.0 ± 3.1 131.4 ± 6.2
a  Verhältnis  von  roter  zu  grüner  Fluoreszenz  des  Farbstoffs  JC-1  (Mitochondrial  Membrane  Detection  Kit, 
Stratagene) relativ zu einer unbehandelten Kontrolle (100%) nach einer 24- und 72-stündigen Behandlung der 
518A2-  und  HL-60-Zellen  mit  den  Testsubstanzen  (5  µM).  Die  Werte  repräsentieren  die  Mittelwerte  ± 
Standardabweichungen aus vier unabhängigen Messungen. 
 5.2.6 Calciumkonzentrationsbestimmung
Schließlich  wurde  auch  der  Einfluss  der  Thymochinonderivate  auf  die  Ca2+-
Homöostase der 518A2- ([Ca2+]Ruhe = 20-30 nM) bzw. HL-60-Zellen ([Ca2+]Ruhe = 30-40 
nM) untersucht. Der Ca2+-Konzentrationsverlauf für die Derivate 17, 47, 70 und 72 ist 
in Abbildung 5-6 dargestellt, die übrigen Ergebnisse sind in den Tabellen A-25 und A-
26  zu  finden.  Wie  bei  den  Doxorubicinderivaten  zeigten  auch  die  Thymochinon-
derivate keinerlei  Einfluss auf den Calcium-Haushalt  der Melanom-Zellen. Für die 
Leukämie-Zellen  dagegen  ergaben  sich  deutliche  Ca2+-Signale  nach  längerer 
Behandlung (> 48 h) mit den Derivaten 17, 47, 70 und 72. Die Intensität der Signale 
war dabei sehr viel stärker als für die Doxorubicinderivate. Ein ähnlicher Einfluss auf 
den Calcium-Haushalt wurde von Florian Lang et al. für den Thymochinon-bedingten 
Zelltod in Erythrozyten beschrieben.[168]
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Abbildung 5-6: Verlauf der Calciumkonzentration in 518A2-Zellen (links) sowie HL-60-Zellen (rechts) nach einer 
Inkubation mit Thymochinon (17, ■) und seinen Derivaten 47 (♦), 70 (▲) und 72 (▼). Diese Daten repräsentieren 
die Ergebnisse von zwei unabhängigen Messungen.
Zusammenfassend kann gesagt werden, das alle aktiven Thymochinonderivate (vgl. 
5.1.1  MTT-Test)  sowohl  in  den  HL-60-  als  auch  in  den  518A2-Zellen  zu  einer 
Initiation  der  Apoptose  führen.  Der  Nachweis  erfolgte  wiederum  über  die 
Fragmentierung  der  DNA,  die  Aktivierung  relevanter  Caspasen  und  Regulations-
proteine  und  die  Veränderungen  im  Mitochondrienmembranpotetial  sowie  im 
Calcium-Haushalt. Um den Wirkmechanismus der Thymochinonderivate noch mehr 
einzugrenzen, wurden weitere Untersuchungen durchgeführt.
 5.2.7 Nachweis von Sauerstoffradikalen
Thymochinon (17)  ist  schon seit  längerer Zeit  als Radikalfänger  bekannt;  diverse 
Studien bestätigten die anti-oxidative Wirkung der Thymochinon-reichen Fraktion von 
Nigella  sativa.[16,62,169-170]  Seit  kurzem  allerdings  wird  auch  immer  wieder  die  pro-
oxidative Wirkung von  17 beschrieben.[171-172]  Daher sollte für ausgewählte Thymo-
chinonderivate überprüft werden, ob es im Verlauf der Wachstums-Inhibierung und 
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 5.2.7.1 NBT-Test 
Das DHA-Thymochinon 47 (5 µM) bewirkte nach einer Langzeit-Inkubation von 72 h 
die mit Abstand größte ROS-Produktion in den 518A2 Melanom-Zellen (vgl. Tabelle 
5-9).  Kein  anderes  Thymochinonderivat  erzielte  einen  solchen  Effekt.[165] Der 
Naturstoff Illudin M (74), der als Seitenkette für Konjugat 70 diente, führte unter den 
gleichen Bedingungen zu einer Generierung von etwa 10% ROS – was in weiteren 
Studien bestätigt  wurde.[173] Ein ähnliches Bild ergab sich auch bei der Verwendung 
höherer  Konzentrationen  (50  µM,  24  h);  hierbei  wurde  jedoch  auch  eine  ROS-
Produktion von etwa 5% für Thymochinon (17) selbst ermittelt.
Tabelle  5-9:  Prozentuale  ROS-Produktion  [%]a  in  518A2  Melanom-  und  HL-60  Leukämie-Zellen  nach  der 




24 h 72 h 24 h 72 h
17 0,8 ± 0,2 1,2 ± 0,1 1,0 ± 0,0 1,0 ± 0,0
40 1,2 ± 0,0 1,3 ± 0,0 1,0 ± 0,0 2,2 ± 0,0
42 1,3 ± 0,5 1,4 ± 0,4 1,0 ± 0,7 1,0 ± 0,1
46 1,0 ± 0,2 1,5 ± 0,0 1,0 ± 0,0 1,1 ± 0,0
47 4,5 ± 0,5 22,0 ± 0,4 3,6 ± 0,3 4,4 ± 0,3
53 0,9 ± 0,0 1,4 ± 0,1 1,1 ± 0,1 0,8 ± 0,1
56 1,0 ± 0,1 0,6 ± 0,2 1,1 ± 0,2 2,3 ± 1,1
59 1,3 ± 0,6 0,7 ± 0,1 2,2 ± 0,6 1,0 ± 0,0
65 1,4 ± 0,1 1,3 ± 0,4 2,0 ± 0,8 3,4 ± 1,7
66 1,8 ± 0,9 0,9 ± 0,1 6,8 ± 1,3 0,7 ± 0,0
69 1,6 ± 0,1 1,5 ± 0,6 1,2 ± 0,2 1,6 ± 1,5
70 2,1 ± 0,4 1,6 ± 0,5 2,7 ± 1,0 8,0 ± 0,2
71 3,7 ± 1,1 0,8 ± 0,0 4,8 ± 0,5 1,9 ± 0,6
72 1,3 ± 0,6 0,7 ± 0,4 2,0 ± 0,5 6,8 ± 0,9
a Prozentuale ROS-Produktion (NBT-Reduktion) relativ zu einer unbehandelten Kontrolle (1%) nach einer 24- und 
72-stündigen Behandlung der 518A2- und HL-60-Zellen mit den Testsubstanzen (5 µM). Die Werte repräsentieren 
den Mittelwert aus vier unabhängigen Messungen und die dazugehörigen Standardabweichungen.
In den HL-60 Leukämie-Zellen führten vor allem die Derivate 47,  70 und 72 sowohl 
unter klinisch relevanten (5 µM) als auch supra-klinischen Konzentrationen (50 µM) 
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zu  einer  erhöhten  ROS-Produktion  nach  Langzeit-Inkubation  von  72  h.  Inter-
essanterweise waren es genau diejenigen Derivate, die auch im MTT-Test zu den 
aktivsten zählten. Die ROS-Produktion schien an der Wachstums-Inhibierung bzw. 
Apoptose-Initiation durch die Derivate beteiligt zu sein. Zur genaueren Überprüfung 
wurden  MTT-Tests  unter  Verwendung  des  Radikalfängers  N-Acetyl-Cystein 
durchgeführt.  
 5.2.7.2 MTT-Test in Gegenwart des Radikalfängers N-Acetyl-Cystein
Es zeigte sich für einige Testsubstanzen ein Rückgang der Wachstums-Inhibierung 
um 6-17% (17, 47, 74, 50 µM, 72 h) an den 518A2-Zellen sowie um 7-10% (72, 74, 
75, 5 µM, 72 h) bzw. um fast 15% (47, 50 µM, 72 h)  für die HL-60-Zellen (vgl. Tabelle 
A-34 und A-35 im Anhang). Dies bestätigte die Korrelation zwischen der Generierung 
von  reaktiven  Sauerstoffradikalen  und  der  Wachstums-Inhibierung  durch  die 
Derivate.  
 5.2.7.3 Involvierung redox-sensitiver Kinasen
Weiterhin  wurde  die  Beteiligung  redox-sensitiver  Kinasen  an  der  Wirkung 
ausgewählter  Thymochinonederivate  mittels  MTT-Test  unter  der  Verwendung 
geeigneter  Inhibitoren  untersucht.  Die  IC50 (72  h)-Werte  dazu  sind  im  Anhang 
aufgelistet (vgl. Tabelle A-36 bis A-38); die Faktoren R (+/–) für die 518A2-, HL-60- 
und HT-29-Zellen sind in den folgenden Tabellen 5-10 bis 5-12 zu finden.
In den 518A2 Melanom-Zellen scheint die Wachstums-Inhibierung durch das Betulin-
säurekonjugat  72 über  die  redox-sensitiven  Kinasen  ERK  und  p38-MAPK  zu 
verlaufen;  es  konnte  hierfür  eine  deutliche  Abnahme  der  IC50-Werte  nach  der 
Inhibierung dieser beiden MAP-Kinasen erhalten werden (R (+/–) > 1, vgl. Tabelle 5-
10).  Für  das  Illudin  M-Konjugat  70 jedoch  waren  Quotienten  R  (+/–)  <  1  zu 
verzeichnen,  was eher auf eine Schutzfunktion der MAP-Kinasen hindeutet. Zudem 
wurde  an  dieser  Zelllinine  für  keines  der  Derivate  eine  Abhängigkeit  von  der 
Proteinkinase C festgestellt. 
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+ 518A2  
518A2
++  518A2  
518A2
+++  518A2  
518A2
++++  518A2  
518A2
17 1,1 0,5 0,8 1,1
47 1,4 2,0 1,1 1,7
70 0,5 0,3 0,3 0,3
72 8,2 0,3 2,4 1,2
a Der Faktor R (+/–) ergibt sich aus dem Quotienten der IC50 (72 h)-Werte mit und ohne Inhibitorzugabe.
+ 50 µM PD 98059 wurden zur Inhibierung der ERK 1,5 h vor der Zugabe der Testsubstanzen verabreicht.
++ 20 µM SP 600125 wurden zur Inhibierung der JNK 1,5 h vor der Zugabe der Testsubstanzen verabreicht.
+++ 10  µM  SB  202190  wurden  zur  Inhibierung  der  p38-MAPK  1,5  h  vor  der  Zugabe  der  Testsubstanzen 
verabreicht.
++++ 50 nM PKC 412 wurden zur Inhibierung der PKC 1,5 h vor der Zugabe der Testsubstanzen verabreicht.
Im Fall der HL-60 Leukämie-Zellen scheint die Wirkung aller Thymochinonderivate 
mehr oder weniger von redox-sensitven Kinasen abzuhängen: Es wurden deutliche 
Effekte sowohl nach der Inhibierung der MAP-Kinasen ERK (bei 72), JNK (bei 70 und 
72) und p38-MAPK (bei  47 und 72) als auch nach Proteinkinase C-Inhibierung (bei 
47, 70 und 72) beobachtet (vgl. Tabelle 5-11). Thymochinon (17) selbst zeigte keine 
signifikante  Abhängigkeit  von  diesen  Kinasen,  was  wiederum  sehr  gut  zu  den 
Ergebnissen von Florian Lang et al. passt, die eher eine PKC-Inhibierung durch 17 
feststellten als deren Aktivierung.[168]
Tabelle 5-11: Beteiligung redox-sensitiver Kinasen an der Wirksamkeit ausgewählter Thymochinonderivate in HL-
60 Leukämie-Zellen.
R (+/–)a
+ HL-60  
HL-60
++  HL-60  
HL-60
+++  HL-60  
HL-60
++++  HL-60  
HL-60
17 2,2 2,2 0,7 2,6
47 0,6 2,4 8,1 8,5
70 1,2 7,3 1,1 51,6
72 22,6 46,7 3,0 769,2
a Siehe Tabelle 5-10.
Die Arbeiten von Nahed El-Najjar et al. zeigen, dass die Apoptose-Initiation durch 
Thymochinon (17,  40 µM, 24 h) in HCT-116 Kolonkarzinom-Zellen u.a.  durch die 
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Bildung von ROS und die Aktivierung der redox-sensitiven MAP-Kinasen ERK und 
JNK vermittelt  wird.[171]  Dies konnte für die HT-29 Kolonkarzinom-Zellen unter den 
verwendeten  Bedingungen  (5  µM,  72  h)  allerdings  nicht  festgestellt  werden;  die 
MAP-Kinasen scheinen eher eine Schutzfunktion zu übernehmen (vgl. Tabelle 5-12). 
Es ist jedoch möglich, dass es bei höheren Konzentrationen an Thymochinon (17) 
zum Überschreiten der  ROS-Schwellwert-Konzentration und somit  zur  Beteiligung 
dieser Kinasen an der Apoptose-Initiation kommt. Ähnliche Ergebnisse wurden für 
die Derivate 70 und 72 erzielt. Für das DHA-Thymochinon 47 dagegen schienen die 
MAP-Kinasen ERK und p38-MAPK an der Initiation der Apoptose beteiligt zu sein (R 
(+/–)  >  1).  Außerdem zeigten  die  Derivate  47 und  70 (außer  das  Betulinsäure-
Konjugat 74) eine Abhängigkeit von der Proteinkinase C.  




+ HT-29  
HT-29
++  HT-29  
HT-29
+++  HT-29  
HT-29
++++  HT-29  
HT-29
17 0,6 0,3 0,9 2,1
47 6,9 0,1 5,0 81,7
70 0,06 0,4 1,3 10,7
72 0,1 0,2 0,2 1,1
a Siehe Tabelle 5-10.
 5.2.8 Nachweis von Ceramid-Bildung
Analog  zu  den  Doxorubicinderivaten  wurde  auch  für  die  Thymochinonderivate 
überprüft,  ob  die  Generierung  von  ROS  möglicherweise  mit  der  Bildung  von 
Ceramiden verbunden ist (vgl. 3.4.7 Nachweis von Sauerstoffradikalen). Es konnte 
jedoch weder für die Melanom- noch für die Leukämie-Zellen ein signifikanter Anstieg 
des Ceramid-Levels festgestellt werden (vgl. Tabelle 5-13). Daher wurde auf weitere 
Untersuchungen  verzichtet.  Die  Ergebnisse  bestätigen  jedoch  die  Daten  der 
Arbeitsgruppe um Prof. Dr. Florian Lang und Dr. med. Dr. rer. nat. Michael Föller, die 
ebenfalls  die  Beteiligung  von  Ceramiden  am  Thymochinon-bedingten  Zelltod  in 
Erythrozyten ausschlossen.[168]
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Tabelle  5-13:  Ceramid-Produktion  [%]a  der  518A2-  bzw.  HL-60-Zellen  nach  24-stündiger  Inkubation  mit 
ausgewählten Thymochinonderivaten.
Testsubstanz









a  Nachweis  mittels  Ceramid-Antikörper,  neg.  Kontrolle  1%  (unbehandelte  518A2-  bzw.  HL-60-Zellen),  pos. 
Kontrolle 6.8% (Erythrozyten + 50 µg/ml Methyldopa), durch Prof. Dr. med. F. Lang und Dr. med. Dr. rer. nat. M. 
Föller, Institut für Physiologie, Universität Tübingen, gemessen.
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass Thymochinon (17) und seine Derivate 
auf  klassischen  (intrinsisch,  extrinsisch)  und  alternativen  Wegen  (ROS)  zu  einer 
Initiation  der  Apoptose  führen.  Dabei  ist  jedoch  die  Beteiligung  von  Ceramiden 
auszuschließen. 
 5.3 Wechselwirkung mit der DNA: Bandenretardationstest
Es sind keinerlei Studien bekannt, die die zelluläre DNA als Target von Thymochinon 
(17)  belegen, dennoch wurde die DNA-Bindefähigkeit  ausgewählter Thymochinon-
derivate mithilfe von Bandenretardationstests überprüft.
Abbildung 5-7  verdeutlicht  sehr schön, dass weder Thymochinon (17)  noch eines 
seiner Derivate eine Topologie-verändernde Wechselwirkung mit der DNA eingingen. 
Eine Bindung oder Interkalation in die vorwiegend vorliegende überspiralisierte ccc-
Form der verwendeten Plasmid-DNA hätte eine Aufwindung der DNA, also eine Ent-
spiralisierung und somit eine Abnahme der elektrophoretischen Mobilität bedeutet; 
dies war jedoch nicht der Fall.
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Abbildung 5-7:  Verhalten der elektrophoretischen Mobilität von pBR322-Plasmid-DNA nach der Inkubation mit 
verschiedenen Konzentrationen der Testsubstanzen 17, 47, 50, 56, 59, 70, 71, 72 und 76 (oc = open circular DNA 
form, ccc = covalently closed circular DNA form). Konzentrationen: Bahn 1 (links): 0 µM, Bahn 2: 5 µM, Bahn 3: 
10 µM, Bahn 4: 25 µM. Diese Daten repräsentieren die Ergebnisse von zwei unabhängigen Experimenten.
 5.4 Zellzyklus-Analyse
Die Zellzyklus-Analysen für  Thymochinon (17)  und seine Derivate  47,  70 und  72 
wurden – wie bereits für Doxorubicin (13) beschrieben – ausgewertet (vgl. 4.4 Zell-
zyklus-Analyse).  Abbildung 5-8 zeigt für jedes Derivat die Verteilung der HL-60- bzw. 
518A2-Zellen innerhalb des Zellzyklus; die zugehörigen Histogramme dazu sind im 
Anhang aufgeführt. Für eine bessere Vergleichbarkeit wurde auch hier der Anteil der 
apoptotischen Zellen in der Kontrolle auf 0% gesetzt und bei der Berechnung der 
Zellzyklus-Verteilung der Thymochinonderivate berücksichtigt. 
Thymochinon (17) und seine Derivate 47 und 70 bewirkten in den 518A2 Melanom-
Zellen bereits nach kurzen Inkubationszeiten (6 h) einen Zellzyklus-Arrest während 
der S-Phase bzw. am S-G2-Übergang (47, vgl. Abbildung 5-8). Ein S-Phase-Arrest 
wurde  für  70 auch  an  den  HL-60  Leukämie-Zellen  (24  h)  beobachtet.  Weiterhin 
konnte  die  Initiation  der  Apoptose  festgestellt  werden:  Während  17 und  47 nur 
geringfügig zu einer Auslösung von Apoptose führten (13%, HL-60, 24 h), war für die 
Derivate 70 und  72 deutlich Apoptose zu verzeichnen (70: 57%, 518A2, 24 h;  72: 
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48%,  HL-60,  24  h).  Dies  bestätigt  teilweise  die  Ergebnisse  des  TUNEL-Tests, 
wonach  die  Terpenderivate  70 und  72 nach  24  h  Inkubation  in  den  HL-60-  und 
518A2-Zellen zu deutlich mehr Apoptose führten als das Fettsäurederivat  47 sowie 
17 selbst (vgl. 5.2.2 DNA-Fragmentierung). Auch im TUNEL-Test ergaben sich für 72 
deutliche Unterschiede in den Apoptose-Raten der HL-60- und 518A2-Zellen, nicht 
jedoch für 47 und 70. Die Ergebnisse beider Tests stimmen also nur bedingt überein.
Abbildung  5-8: Durchflusszytometrische  Analyse  Propidiumiodid-gefärbter  HL-60-  (links)  bzw.  518A2-Zellen 
(rechts) nach 24-stündiger Behandlung mit Thymochinon (17, B) und seinen Derivaten 47 (C), 70 (D) und 72 (E) 
(jeweils  5  µM,  Kontrolle  =  A),  wobei  die  Sektoren  die  prozentuale  Auftragung  der  Zellzyklus-Phasen 
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Für Irofulven (94), ein Illudin M-Analogon, ist seit längerer Zeit bekannt, dass es zu 
DNA-Läsionen führt, die zur Blockierung der Replikation führen.[174]  Die Arretierung 
der Zellen in der S-Phase bei der Behandlung mit  70 könnte einem solchen Effekt 
zugrunde  liegen.  Kaum  zu  erklären  ist  jedoch  der  S-Phase-Arrest  nach  der 
Behandlung mit  17: Es wurden zwar von der  Arbeitsgruppe um Dr. Thorsten Berg 
einige Untersuchungen zur Inhibierung bestimmter Zellzyklus-Regulatoren wie etwa 
der  Polo-like  Kinasen  (Plk  1-3)  angestellt,  ein  Arrest  in  der  S-Phase  lässt  sich 
dadurch jedoch nicht erklären (vgl. Tabelle A-27). Thymochinon (17) scheint dabei 
sehr unspezifisch die verschiedenen Kinasen zu inhibieren.[175] Anders ist  dies bei 
Poloxin (95); durch die Einführung der Seitenkette wurde die Spezifität für die Plk 1 
erhöht.  Ähnliche  Erfolge  konnten  auch  für  die  hier  verwendeten  Derivate  erzielt 
werden. Das Fettsäure-Konjugat  46 z.B. zeigt eine selektive inhibierende Wirkung 
gegen  Plk  2.  Weniger  spezifisch  ist  dagegen  die  Wirkung  von  47 und  70;  hier 
scheinen wie für 17 sämtliche getesteten Zellzyklus-Regulatoren inhibiert zu werden.
Abbildung 5-9: Struktur des Illudin M-Analogons Irofulven (94) sowie des Thymochinonderivates Poloxin (95).
 5.5 Zelluläre Aufnahme und Verteilung: Markierung und Visualisierung
Anders  als  bei  Doxorubicin  (13)  konnte  für  die  Visualisierung  der  intrazellulären 
Verteilung  von  Thymochinon  (17)  keine  intrinsische  Fluoreszenz  genutzt  werden. 
Daher wurde zunächst auf eine Biotin-Markierung zurückgegriffen, die mithilfe des 
Streptavidin-Biotin-Systems  eine  Lokalisation  ermöglichen  sollte.[145] Das  Biotin-
Thymochinon 76 schien dabei im Zellkern der PtK2-Zellen zu akkumulieren (Dr. Randi 
Diestel).[146] Aufgrund der vielseitigen biologischen Eigenschaften von Biotin kam es 
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das Streptavidin-Biotin-System in diesem Fall nicht das Mittel der Wahl darstellte.[145] 
Zudem konnte die Lokalisation von  76 aufgrund der Beteiligung von Biotin an der 
Histon-Modifikation  nicht  eindeutig  dem  Thymochinon-Grundkörper  zugeordnet 
werden.[147]  Daher  wurde  die  in  vitro „Klick-Reaktion“  herangezogen,  um  die 
Visualisierung von Thymochinon-Alkinen, die dem Thymochinon (13) in Gestalt und 
Wirkung  recht  ähnlich  sind,  zu  ermöglichen  und  um  eine  Verbesserung  zum 
Streptavidin-Biotin-System zu erzielen. 
Die  Kupfer-(I)-katalysierte  1,3-dipolare  Azid-Alkin-Cycloaddition  wurde  eigentlich 
entwickelt, um Proteine  in vivo  zu lokalisieren. Für niedermolekulare Verbindungen 
wie etwa dem Thymochinon (17) bietet sich diese Methode jedoch auch zu deren 
Visualisierung  in  Zellen  und  Gewebeproben  an  (vgl.  3.6.2.1  Markierung  und 
Visualisierung).[176-180] Zunächst wurde die „Klick-Reaktion“ in einem Zell-freien Ansatz 
durchgeführt: Dafür wurden jeweils 5 µM der Thymochinon-Alkine 77 und 78 sowie 
der Cumarinazide 79,  80 und 81 mit  1 mM Natriumascorbat und 500 µM CuSO4 in 
PBS-Puffer  unterschiedlich  lang  bei  RT  und  im  Dunkeln  inkubiert;  anschließend 
erfolgte die Messung der Absorptions- und Fluoreszenzspektren. Als Beispiel wurde 
das  Fluoreszenzspektrum  des  Produktes  der  „Klick-Reaktion“  von  6-Dec-9-ynyl-
Thymochinon (78)  und 7-Hydroxycumarinazid  (79)  dargestellt.  Um eine  möglichst 
vollständige Cycloaddition zu ermöglichen, wurde dabei ein Gemisch aus je 5 µM 78 
und 79, 1 mM Natriumascorbat und 500 µM CuSO4 für 30 min bei RT inkubiert (vgl. 
Abbildung 5-10, A). Das Absorptionsmaximum des Kopplungsproduktes lag zwischen 
250 nm und 350 nm; das Emissionsfeld reichte von 400 nm bis 550 nm. Dagegen 
zeigte  das Thymochinon-Alkin  78 keinerlei  bzw.  das Cumarinazid  79 nur  geringe 
Fluoreszenz unter diesen Bedingungen. Abbildung 5-10 (B) veranschaulicht zudem 
sehr schön die Zeit-Abhängigkeit der „Klick-Reaktion“: Während sich für die Edukte 
78 und 79 in dieser Zeit keine Veränderung in der Fluoreszenzintesität ergab, zeigte 
sich für den Cycloadditions-Ansatz (78 + 79) innerhalb der ersten 10 min ein starker 
Anstieg  der  Fluoreszenzintensität;  nach  etwa  20-30  min  wurde  ein  Fluoreszenz-
Plateau erreicht. 
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Abbildung  5-10:  Fluoreszenzspektren  (A)  bzw.  Zeitabhängigkeit  der  Fluoreszenz  (B)  von  6-Dec-9-ynyl-
Thymochinon (78, —–) und 7-Hydroxycumarinazid (79, •••••) sowie dem Produkt der „Klick-Reaktion“ (93, – – –); 
jeweils 5 µM in Click-iT Cell Reaction Buffer (RT, für A: 30 min); A) die Anregung der Proben erfolgte jeweils bei 
350  nm  (Absorptionsmaximum  für  93),  das  Emissionsfeld  reichte  von  400  nm  bis  550  nm  (Fluoreszenz-
Spektrophotometer SFM25); B) die Anregung der Proben erfolgte jeweils bei 400 / 20 nm, die Emission wurde bei 
480  /  20  nm  gemessen  (Fluoreszenz-Plattenreader Tecan  Infinite F200).  Diese  Daten  repräsentieren  die 
Ergebnisse von zwei unabhängigen Messungen.
Diese  Bedingungen  wurden  schließlich  für  die  Visualisierung  der  Thymochinon-
derivate  77 und  78 in den nicht-malignen PtK2  Beutelratten-Nierenzellen herange-
zogen (vgl. 5.5.2 Markierung und Visualisierung, Abbildung 5-11). Für das Alkin  77 
konnte in den PtK2-Zellen keine „Klick-Reaktion“ nach 30 min festgestellt  werden. 
Möglicherweise  verhindert  eine  hydrolytische  Ester-Spaltung  von  77 die  Cyclo-
addition.  Zudem  zeigte  ausschließlich  Azid  79 eine  für  die  intrazelluläre  „Klick-
Reaktion“ günstige geringe Hintergrundfärbung (vgl. Abbildung 5-11, C), die Azide 80 
und 81 dagegen waren zu fluoreszent und wurden daher nicht verwendet. Abbildung 
5-11 (A-B) zeigt Aufnahmen der PtK2-Zellen, die zunächst für 16 h mit Thymochinon-
Alkin  79 (5  µM)  und  nach  der  Fixierung  und  Permeabilisierung  für  30  min  mit 
Azidocumarin 79 (5 µM) in Click-iT Cell Reaction Buffer (1 mM Natriumascorbat, 500 
µM CuSO4) behandelt wurden. Die blaue Fluoreszenz des Kopplungsproduktes  93 
war  in  verschiedenen  DNA-  bzw.  RNA-reichen  Zellkernregionen  (Chromatin, 
Nukleoli)  sowie dem Zellkern angrenzenden Regionen lokalisiert.   Diese Zellkern-
nahen Regionen wurden in einem weiteren Experiment mit einem Golgi-spezifischen 
Antikörper  bzw.  einem  entsprechenden  sekundären  Antikörper  (AlexaFluor488-
Konjugat) gegengefärbt, um zu bestätigen, dass es sich hierbei um Teile des Golgi-
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Apparats bzw. des ERs handelte (vgl. Abbildung 5-11, D-F). Beide Kompartimente 
sind u.a.  an der Verpackung von Xenobiotika und entsprechenden Metaboliten in 
sekretorische Vesikel und deren Transport zur Zellmembran beteiligt. 
Abbildung 5-11: PtK2-Zellen wurden mit 78 (5 µM, 16 h) behandelt, die Visualisierung erfolgte nach der „Klick-
Reaktion“ mit  79 (5 µM, 30 min in  Click-iT Cell Reaction Buffer) vital in PBS mit einem Fluoreszenzmikroskop 
(Axioplan mit Axiocam, Neofluor-Objektiv 40×); C) zeigt die Hintergrundfärbung der PtK2-Zellen, die nur mit  79 
behandelt wurden; D-F) die Dictyosomen wurden zusätzlich mit den entsprechenden primären und sekundären 
Antikörpern (AlexaFluor488-Konjugat) angefärbt; A, C-D): Mischbild von Hellfeld- und Fluoreszenz-Kanal; B, E-F): 
Fluoreszenz-Kanal.
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Ein  ähnliches  Phänomen wurde  auch  für  die  Doxorubicinderivate  13,  26 und  35 
beobachtet  (vgl.  4.5.4  Zelluläre  Verteilung:  Fluoreszenzfärbungen):  Auch  hierbei 
kommt es zeitweise zu einer Lokalisation der Derivate in Kern-Nähe. 
Die Lokalisation des Thymochinonderivats  78  bzw. des Kopplungsproduktes  93 in 
DNA- bzw. RNA-reichen Zellkernregionen bestätigt noch einmal die Ergebnisse der 
Zellzyklus-Analyse (5.4 Zellzyklus-Analyse).  Obwohl keine direkte Wechselwirkung 
mit  der DNA festgestellt  werden konnte (5.3.1 Bandenretardationstest),  scheint es 
jedoch  eine  Verbindung  zur  dieser  oder  entsprechender  DNA-bindender  Proteine 
bzw. Enzyme zu geben. Es ist seit einiger Zeit bekannt, dass Thymochinon (17) die 
Histondeacetylase  (HDAC)  inhibiert  und  sogar  zu  einer  Histon-Hyperacetylierung 
führt.[181]  Solche Histonacetylierungen (vor  allem an H3 und H4)  können zu einer 
Verlängerung der S- bzw. G2/M-Phase führen.[182]
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 5.6 Zusammenfassende Diskussion
Thymochinon (17) weist eine Vielzahl von pharmakologisch interessanten Effekten 
auf; seine geringe Antitumor-Aktivität gilt in diesem Fall als Ausgangspunkt für die 
Weiterentwicklung  zum Chemotherapeutikum.  Durch  geeignete  Funktionalisierung 
mit verschiedenen Fettsäuren und Terpenen zeigt sich eine enorme Steigerung der 
Effektivität. Dabei konnte eine Regelmäßigkeit festgestellt werden: Je ungesättigter 
und länger der Fettsäurerest bzw. je kürzer der Spacer zwischen dem Thymochinon-
Kern und dem Terpen-Rest war,  desto aktiver war das resultierende Derivat.  Das 
DHA-Thymochinon  (47)  übertrifft  mit  IC50-Werten  im  nano-molaren  Bereich  die 
Wirkung von 17 an den verschiedenen Zelllinien bei Weitem. Auch das (–)-Menthol-
derivat  56 schneidet  mit  mikro-molaren  IC50-Werten  stets  besser  ab  als  die 
Ausgangsverbinbung Thymochinon (17).  Derivat  56 ist  zudem eines der  wenigen 
Derivate, das kaum anfällig gegenüber der verschiedenen ABC-Transportproteine ist. 
Beide Derivate sind kaum aktiv gegenüber nicht-malignen Fibroblasten und weisen 
daher eine deutliche Tumorselektivität auf. Die Anknüpfung diverser Sesquiterpene 
an  den  Thymochinon-Grundkörper  stellt  sich  als  besonders  erfolgreich  heraus: 
Gleich drei Derivate übertreffen die Wirkung von 17 signifikant; allen voran das Illudin 
M-Konjugat  70.  Ähnlich  positiv  verläuft  die  Funktionalisierung  mit  dem  Triterpen 
Betulinsäure 74: Beide Derivate weisen Wachstums-inhibierende Wirkung auf, wobei 
die Anknüpfung via Alkoholfunktion (72) vielversprechender erscheint.
Die  Wirkungsweise  von  Thymochinon  (17)  und  seinen  Derivaten  ist  ebenfalls 
apoptotisch: Wie für Doxorubicin (13) konnte eine morphologische Veränderung der 
Zellen,  die  Fragmentierung  der  zellulären  DNA sowie  die  Beteiligung  Apoptose-
relevanter  Caspasen  festgestellt  werden.  Dabei  erfolgte  die  Apoptose-Initiation 
sowohl über die Aktivierung der Caspase-8 (HL-60) als auch der Caspase-9 (518A2). 
Anders als bei 13 ist jedoch für sämtliche Derivate eine Repression der bcl-2-mRNA-
Expression bei teilweiser Aktivierung der bax-mRNA-Expression in den 518A2-Zellen 
zu  verzeichnen.  Der  Verlust  intakter  Mitochondrien  ist  zudem  nicht  so  stark 
ausgeprägt. Es ist aber bekannt, dass die Initiation der Apoptose nicht zwingend mit 
der Abnahme des Mitochondrienmembranpotentials einhergehen muss. Die Initiation 
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der Apoptose ist jedoch stark an die Bildung reaktiver Sauerstoffradikale (ROS), die 
Aktivierung  redox-sensitiver  Kinasen,  vor  allem  der  Proteinkinase  C,  und  die 
Beteiligung von Ca2+ als second messenger geknüpft. Im Gegensatz zu Doxorubicin 
(13) und seinen Derivaten konnte allerdings keine Mitwirkung von Ceramiden an der 
Apoptose-Auslösung festgestellt werden. 
Weiterhin war für die Thymochinonderivate  17,  47,  70 und  72 ein Zellzyklus-Arrest 
während  der  S-Phase bzw.  am Übergang zwischen S-  und G2-Phase  sowie  ein 
Anstieg der SubG1-Population zu verzeichnen. Letzteres spricht für eine vermehrte 
Apoptose-Rate.  Das  Illudin  M-Derivat  70 zeigt  als  einziges  Derivat  geringfügige 
Wechselwirkung mit der DNA. Eventuell resultierende DNA-Läsionen führen zu einer 
Blockierung der Replikation und somit zu einem S-Phase-Arrest. Die Arretierung der 
Zellen in der S-Phase nach der Behandlung mit Thymochinon (17) und 47 könnte mit 
der Wirkung von 17 als Histondeacetylase-Inhibitor zusammenhängen. Untermauert 
wurde dies durch die Lokalisation des Thymochinonderivats  78 nach der Kopplung 
mit  Cumarinazid  79 („Klick-Reaktion“)  in  DNA-  und  RNA-reichen  Regionen 
(Chromatin,  Nukleoli).  Weiterhin  war  eine  Akkumulation  von  78 bzw.  dem 
Kopplungsprodukt 93 in Teilen des ERs bzw. Golgi-Apparats festzustellen. Ähnliche 
Ergebnisse wurden auch mithilfe des Biotin-markierten Thymochinons  76 erhalten; 
aufgrund  der  vielseitigen  biologischen  Eigenschaften  von  Biotin  und  der  starken 
Hintergrundfärbung konnte die zelluläre Lokalisation allerdings nicht eindeutig dem 
Thymochinon-Grundkörper zugeordnet werden. Somit wurde mit der  in vitro „Klick-
Reaktion“ – also der Kupfer-(I)-katalysierten 1,3-dipolaren Azid-Alkin-Cycloaddition – 
eine Verbesserung gegenüber dem Biotin-Streptavidin-System erzielt.
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 6 Ergebnisse und Diskussion: Kombination von Doxorubicin (13) und 
Thymochinon (17)
 6.1 Bestimmung der Wirksamkeit: MTT-Test
 6.1.1 Effektivität
Für Thymochinon (17) ist seit Längerem eine chemoprotektive Wirkung bekannt; die 
kombinatorische Behandlung zeigte in vivo eine Verminderung der Nebenwirkungen 
durch Doxorubicin (13), ohne jedoch an Wirksamkeit zu verlieren.[20-21] Daher sollte 
mittels MTT-Test die Wachstums-inhibierende Funktion einer äquimolaren Mischung 
von 13 und 17 mit der der beiden Einzelverbindungen an den 518A2 Melanom-, HL-
60  Leukämie-,  HT-29  Kolonkarzinom-,  KB-V1VBL Zervixkarzinom-  und  MCF-7TOPO 
Mammakarzinom-Zellen  verglichen  werden.  Die  generelle  Zelllinienspezifität  nach 
72-stündiger Inkubation ist in Abbildung 6-1 dargestellt. Die verwendeten IC50-Werte 
sind im Anhang zu finden. Außerdem kann mithilfe der IC50-Werte festgestellt werden, 
ob es sich bei der Kombination beider Chinone um einen synergistischen, additiven 
oder  gar  antagonistischen  Effekt  handelt.  Hierfür  wurde  der  Kombinationsindex 
(Combination  Index, CI) eingeführt {8}.[183-184] Ergibt sich ein Kombinationsindex von 
CI < 1, so handelt es sich um einen synergistischen, fördernden Effekt von 17 auf die 
Wirkung von  13.  Bei  einem CI = 1 spricht  man von einem additiven Effekt.  Und 
schließlich gibt ein Kombinationsindex CI > 1 einen antagonistischen, hemmenden 







           mit:                      {8}
CI  … Kombinationsindex,
       < 1 … Synergismus (Syn)
CI         = 1 … additiver Effekt (Add)
        > 1 … Antagonismus (Ant)
IC50  (x) … IC50-Wert [µM].
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Abbildung 6-1: Generelle Zelllinienspezifität von Doxorubicin (13), Thymochinon (17) und einer Kombination aus 
13 und 17 gegen 518A2-, HL-60-, HT-29-, KB-V1VBL- sowie MCF-7TOPO-Zellen: Zelllinienspezifische Auftragung der 
mittleren logarithmierten  IC50 (72 h)-Werte der einzelnen Ansätze relativ zum Mittelwert der logarithmierten  IC50 
(72 h)-Werte aller Ansätze, negative bzw. positive Werte stehen für eine im Vergleich zum Mittelwert größerere 
bzw. schlechtere Wirkung der Derivate, Markierung der Wirkung. von 13 (–—) zur besseren Vergleichbarkeit.
Wie erwartet, zeigte das wenig toxische Thymochinon (17) eine deutlich geringere 
Aktivität gegen die verschiedenen Zelllinien als das etablierte Chemotherapeutikum 
Doxorubicin (13). An den P-gp-überexprimierenden KB-V1VBL Zervixkarzinom-Zellen 
war die Wirkung beider Chinone jedoch annähernd gleich (~ 25 µM). Dennoch führte 
die  gleichzeitige  Gabe  von  13 und  17 nicht  zu  einer  Wirkungssteigerung.  Die 
Berechnung von CI ergab einen antagonistischen Effekt beider Chinone (CI = 1,78) 
für  diese  Zelllinie.  Dies  wurde  auch  für  die  Melanom-  und  Kolonkarzinom-Zellen 
erhalten;  die  Wirkung  der  Testsubstanzen  war  auch  an  diesen  beiden  Zelllinine 
antagonistisch (vgl. Abbildung 6-1).[185] 
Interessanterweise wurde ein Synergismus von Thymochinon (17) und Doxorubicin 
(13)  für  die  sensitiven HL-60 Leukämie-  bzw.  die  mehrfachresistenten MCF-7TOPO 
Mammakarzinom-Zellen ermittelt (vgl. Abbildung 6-1). Hier zeigte eine Kombination 
von 13 und 17 eine Steigerung der Wirkung von 13 um das Doppelte für die MCF-
7TOPO-Zellen (13: IC50 = 1,01 ± 0,36 µM, 13 + 17: IC50 = 0,64 ± 0,22 µM) bzw. das 4-
Fache für die HL-60-Zellen (13: IC50 = 80 ± 10 nM, 13 + 17: IC50 = 20 ± 10 nM). Die 
Doxorubicinderivate  26-38 dagegen konnten an diesen Zelllinien keine Wirkungs-
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 6.1.2 MDR-Sensitivität
Beim Vergleich der Langzeit-IC50-Werte an den resistenten (HT-29COLC, HT-29DOX, KB-
V1VBL, KB-V1DOX, MCF-7TOPO und MCF-7DOX) mit denen an den sensitiven Zellen (HT-
29, KB-V1 und MCF-7) konnte zudem ein synergistischer Effekt beider Chinone in 
Bezug auf die Wirkung in den HT-29DOX Kolonkarzinom-Zellen festgestellt  werden. 
Die Wirkung von  13 konnte an diesen Zellen durch die gleichzeitige Gabe von  17 
leicht gesteigert werden (CI = 0,84).  Zudem schien  17 die MDR-Sensitivität von 13 
gegenüber  den  BCRP-überexprimierenden  MCF-7TOPO Mammakarzinom-Zellen  zu 
vermindern;  der  Quotient  aus  den  Langzeit-IC50-Werten  an  den  resistenten  und 
sensitiven MCF-7-Zellen konnte von ~ 11 auf ~ 2,5 reduziert werden. Dies wurde 
mithilfe  eines  MTT-Tests  unter  Verwendung  des  BCRP-Inhibitors  bestätigt.  Die 
Anfälligkeit  von  13 gegenüber  dem  ABC-Transporter  BCRP  wurde  durch  die 
gleichzeitige Gabe von 17 um einen Faktor von 3,5 vermindert (vgl. Anhang).[183] 
 6.1.3 Selektivität
Um nun zu überprüfen, ob Thymochinon (17) ebenfalls einen Effekt auf die Tumor-
selektivität von Doxorubicin (13) ausübte, wurde wiederum der therapeutische Index 
TI  bestimmt.  Die  Kombination  beider  Chinone  führte  jedoch  nicht  zu  einer 
Verbesserung der Selektivität, sondern zu dem gegenläufigen Effekt: Die Wirkung an 
den HF Fibroblasten nahm drastisch zu und erreichte annähernd die Effektivität, die 
eine kombinatorische Behandlung mit 13 und 17 auch in den 518A2 Melanom-Zellen 
hervorrief (IC50 ~ 300 nM). 
Der  schlechte  TI  könnte  durch  eine  vermehrte  Radikalproduktion  (ROS)  in  den 
normalen HF-Zellen zustande kommen, was bei einer Therapie mit Doxorubicin (13) 
schon mehrfach berichtet wurde.[184]  Durch die Kombination beider Chinone kam es 
offenbar zu einem Überschreiten der ROS-Schwellwert-Konzentration und durch die 
übermäßige ROS-Belastung zur Wachstums-Inhibierung. Dies sollte in einem NBT-
Test zusätzlich überprüft werden (vgl. 6.2.7.1 NBT-Test).
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Abschließend kann die Kombination des chemoprotektiven Thymochinons (17) mit 
dem  etablierten  Therapeutikum  Doxorubicin  (13)  jedoch  als  positiv  betrachtet 
werden. Besonders an den Zelllininen, an denen die Doxorubicinderivate 26-38 nicht 
nennenswert wirkten, überzeugte die kombinatorische Behandlung mit  13 und  17; 
nämlich an den HL-60 Leukämie- und MCF-7TOPO Mammakarzinom-Zellen. Zudem 
zeigte sich das Potential einer solchen Therapie, Resistenzen zu überwinden. 
 6.2 Nachweis von Apoptose
 6.2.1 Morphologie und DNA-Fragmentierung
Die morphologischen Veränderungen sowie die  Fragmentierung der zellulären DNA 
wurde auch für die äquimolare Kombination beider Chinone (13 + 17) festgestellt. Es 
ergaben  sich  jedoch  keine  Unterschiede  zu  den  nur  mit  13 inkubierten  Zellen, 
weshalb auf die erneute Darstellung verzichtet wird.[132]
 6.2.2 Bestimmung der Caspase-Aktivitäten
 6.2.2.1 Caspase-Aktivitätstest
Die Aktivität der Caspasen-3, -8 und -9 nach einer Inkubation der 518A2- und HL-60-
Zellen  mit  Doxorubicin  (13),  Thymochinon  (17)  und  einer  äquimolare  Mischung 
beider Chinone ist in Abbildung 6-2 dargestellt.
Die Behandlung der 518A2-Zellen mit  13 oder einer Kombination aus  13 und  17 
ergab identische Caspase-Kinetiken. Mithilfe des MTT-Tests konnte bereits ein anta-
gonistischer Effekt von Thymochinon (17) auf Doxorubicin (13) festgestellt werden, 
der  sich hier  noch einmal  bestätigte.  In  den Leukämie-Zellen dagegen führte  die 
Mischung aus  13 und  17 zu zwei  distinkten Maxima der Aktivität  aller  Caspasen, 
einmal nach 2 h und ein weiteres Mal nach 12-18 h.[185] Dies erklärt die deutliche 
Verbesserung der Wachstums-inhibierende Wirkung im Vergleich zu 13 durch einen 
additiven Effekt beider Chinone. 
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Abbildung  6-2: Caspase-3-,  -8-  und  -9-Aktivität  in  518A2-Zellen  (links)  sowie  HL-60-Zellen  (rechts)  nach 
Inkubation mit Doxorubicin (13), Thymochinon (17) und einer äquimolaren Mischung aus 13 und 17: Verwendung 
der luminometrischen Assays Caspase-Glo 3/7, 8 und 9; Darstellung der Aktivitäten der Caspasen-3/7 (■), -8 (♦) 
und  -9  (▲)  und  als  relative  Lumineszenzintensitäten.  Diese  Daten  repräsentieren  die  Ergebnisse  von  zwei 
unabhängigen Messungen.
 6.2.3 Apoptose-Regulationsproteine: Bcl-2, Bax und Bid
 6.2.3.1 Quantitative real time-PCR
Weiterhin  wurde  das  Apoptose-relevante  Verhältnis  der  bax-  zu  bcl-2-mRNA in 
518A2-  und  HL-60-Zellen  ermittelt,  die  für  6  h  bzw.  18  h  mit  einer  äquimolaren 
Mischung aus 13 und 17 inkubiert worden waren. Diese Quotienten sind im Vergleich 
zu denen der Einzelkomponenten  13 und  17 in Abbildung 6-3 aufgezeigt; die zur 
Berechnung verwendeten Daten sind im Anhang in der Tabelle A-28 zu finden.
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Abbildung 6-3: bax / bcl-2 mRNA- Expression in an den 518A2 Melanom- und HL-60 Leukämie-Zellen nach 6 h 
bzw. 18 h Inkubation (5 µM) mit  Doxorubicin (13), Thymochinon (17) und einer äquimolaren Mischung aus  13 
und 17. Diese Daten repräsentieren die Ergebnisse von zwei unabhängigen Messungen. 
Der antagonistische Effekt von Thymochinon (17) auf Doxorubicin (13) an den 518A2 
Melanom-Zellen zeigte sich auch an den bax-  und bcl-2-mRNA-Expressionen.  Im 
Vergleich zu den Einzelkomponenten 13 und 17 war für deren äquimolare Mischung 
eine vermehrte mRNA-Expression des anti-apoptotischen bcl-2 zu verzeichnen. Im 
Fall  der  HL-60  Leukämie-Zellen  dagegen  ergab  sich  für  die  angegebenen 
Inkubationszeiten  in  allen  drei  Ansätzen  ein  bax-  zu  bcl-2-Level  unter  Kontroll-
Niveau. Für Thymochinon (17) wurde ein pro-apoptotisches Verhältnis der bax- zu 
bcl-2-mRNA-Expression erst nach längeren Inkubationszeiten (> 24 h) erhalten (vgl. 
5.2.4.1 Quantitative real time-PCR); Doxorubicin (13) selbst schien dieses viel früher 
(< 6 h) zu erreichen (vgl. 4.2.4.2 Quantitative real time-PCR). Die Kombination beider 
Chinone lässt ein ähnliches Bild vermuten.[151-152,185] 
 6.2.4 Mitochondrienmembranpotential
Sowohl für Doxorubicin (13) als auch für Thymochinon (17) konnte das Kollabieren 
des  Mitochondrienmembranpotetials  ΔΨ als  zentrales  Ereignis  der  Apoptose 
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Wirkung von 13 untersucht werden: Im Fall der Melanom-Zellen bestätigte sich der 
antagonistische Effekt beider Derivate; die Wirkung von  13 konnte nicht verbessert 
werden (vgl.  Tabelle  6-1).  An  den  Leukämie-Zellen  wurde  wiederum der  additive 
Effekt von Thymochinon (17) deutlich; die apoptotische Wirkung von  13 konnte vor 
allem nach kürzeren Inkubationszeiten (6 h) verbessert werden.[185]  
Tabelle 6-1: Prozentualer Anteil intakter Mitochondrien [%]a  in 518A2- und HL-60-Zellen nach Inkubation mit 13, 




6 h 18 h 6 h 18 h
13 98.4 ± 10.2 73.9 ± 19.3 82.9 ± 7.5 28.4 ± 4.0
13 + 17 98.5 ± 14.1 71.2 ± 11.7 63.8 ± 4.4 31.6 ± 8.4
17 106.1 ± 10.2 94.4 ± 9.3 77.3 ± 1.2 63.3 ± 8.8
a  Verhältnis  von  roter  zu  grüner  Fluoreszenz  des  Farbstoffs  JC-1  (Mitochondrial  Membrane  Detection  Kit, 
Stratagene) relativ zu einer unbehandelten Kontrolle (100%) nach einer 6- und 18-stündigen Behandlung der 
518A2-  und HL-60-Zellen mit  den  Testsubstanzen (5 µM).  Die  Werte repräsentieren  den Mittelwert  aus vier 
unabhängigen Messungen und die dazugehörigen Standardabweichungen. 
 6.2.5 Calciumkonzentrationsbestimmung
Ein ähnliches Bild ergab sich auch für die Beeinflussung der Calcium-Homöostase 
der 518A2 Melanom- und HL-60 Leukämie-Zellen. Für die 518A2-Zellen konnte nach 
der  Behandlung mit  13 +  17 keine Veränderung im Calcium-Haushalt  festgestellt 
werden; in den HL-60-Zellen jedoch bewirkte Thymochinon (17)  eine geringfügige 
Verstärkung des Ca2+-Signals von Doxorubicin (13) (vgl. Abbildung 6-4). Die Daten, 
die hierfür verwendet wurden, sind vollständig in Tabelle A-29 im Anhang aufgeführt.
Zusammengefasst  kann  gesagt  werden,  das  eine  Kombination  der  bioaktiven 
Chinone  13 und  17 –  wie  auch die  Einzelkomponenten –  zu  einer  Initiation  der 
Apoptose führen. Es wurde die Fragmentierung der DNA, die Aktivierung relevanter 
Caspasen und Regulationsproteine, die Veränderungen im Mitochondrienmembran-
potential,  sowie die Veränderung im Calcium-Haushalt festgestellt.  Zudem wurden 
weitere Untersuchungen durchgeführt, um die Beteiligung der ROS vor allem an der 
Wirkung in den nicht-malignen HF-Zellen zu klären.
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Abbildung  6-4: Verlauf  der  Calciumkonzentration  in  518A2-Zellen  (links)  sowie  HL-60-Zellen  (rechts)  nach 
Inkubation mit Doxrorubicin (13, ■), Thymochinon (17,  ▲) und einer äquimolaren Mischung aus  13 und  17 (♦). 
Diese Daten repräsentieren die Ergebnisse von zwei unabhängigen Messungen.
 6.2.6 Nachweis von Sauerstoffradikalen
Sowohl für 13 als auch für 17 sind pro-oxidative Eigenschaften bekannt, weshalb für 
die äqulimolare Mischung ebenfalls die Bildung von Sauerstoffradikalen und deren 
Beteiligung an der Rekrutierung redox-sensitiver Kinasen untersucht wurde.[152,171-172]
 6.2.6.1 NBT-Test 
Die kombinatorische Behandlung der Melanom- und Leukämie-Zellen mit 13 und 17 
bewirkte eine signifikante Erhöhung der ROS-Produktion verglichen mit den beiden 
Einzelkomponenten: In den 518A2 Melanom-Zellen konnte nach einer 72-stündigen 
Inkubation  mit  der  Mischung  aus  13 +  17  beinahe  eine  Verdopplung  der  ROS-
Produktion im Vergleich zu 13 erzielt werden, in den HL-60 Leukämie-Zellen stieg die 
ROS-Produktion durch die gleichzeitige Gabe von 13 und 17 sogar um das 7-Fache 
(vgl. Tabelle 6-2). Dieser additive Effekt könnte mit einer Aktivierung unterschiedlicher 
NAD(P)H-Oxidoreduktasen  durch  die  beiden  p-Chinone  erklärt  werden,  was  eine 
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24 h 72 h 24 h 72 h
13 2,5 ± 0,3 15,4 ± 1,9 2,8 ± 0,8 5,6 ± 0,8
13 + 17 6,2 ± 0,4 26,6 ± 5,0 12,0 ± 2,0 40,1 ± 6,2
17 0,8 ± 0,2 1,2 ± 0,1 1,0 ± 0,0 1,0 ± 0,0
a Prozentuale ROS-Produktion (NBT-Reduktion) relativ zu einer unbehandelten Kontrolle (1%) nach einer 24- und 
72-stündigen Behandlung der 518A2- und HL-60-Zellen mit den Testsubstanzen (5 µM). Die Werte repräsentieren 
den Mittelwert aus vier unabhängigen Messungen und die dazugehörigen Standardabweichungen. 
Der schlechte therapeutische Index TI einer Kombination aus 13 und 17 war nicht die 
Folge einer Generierung von ROS. In normalen Zellen sollten eigentlich vermehrt 
reaktive Sauerstoffradikale an der Apoptose-Initiation durch bioaktive Chinone wie 13 
beteiligt  sein;  dies  konnte  aber  nicht  für  die  nicht-malignen  Fibroblasten  (HF) 
festgestellt werden (vgl. 6.1.3 Selektivität).[30,185-186]  
 6.2.6.2 MTT-Test in Gegenwart des Radikalfängers N-Acetyl-Cystein
In  MTT-Tests  unter  der  Verwendung  des  Radikalfängers  N-Acetyl-Cystein  konnte 
jedoch  kein  additiver  Effekt  von  Thymochinon  (17)  auf  die  ROS-vermittelte 
Wachstums-Inhibierung  von  Doxorubicin  (13)  festgestellt  werden.  Sowohl  13 als 
auch die Mischung aus 13 +  17 führte verglichen mit den Ansätzen ohne N-Acetyl-
Cystein zu einer Reduktion der Wachstums-Inhibierung um 10% (vgl. Tabelle A-39 im 
Anhang). 
 6.2.6.3 Involvierung redox-sensitiver Kinasen
In  Bezug  auf  die  redox-sensitiven  Kinasen  konnte  kein  signifikanter  Effekt  von 
Thymochinon (17) auf die Wirkung von Doxorubicin (13) festgestellt werden, weshalb 
auf die ausführliche Darstellung der Daten verzichtet wird. Es zeigte sich wie für 13 
vor allem an den HL-60-Zellen eine starke Abhängigkeit der Wirkung von der PKC. 
Die  IC50-Werte  dazu  befinden  sich  im  Anhang  in  der  Tabelle  A-40  (vgl.  4.2.8 
Involvierung redox-sensitiver Kinasen).
173
 6 Ergebnisse und Diskussion: Kombination von Doxorubicin (13) und Thymochinon (17)
 6.2.7 Nachweis von Ceramid-Bildung
Für eine kombinatorische Behandlung der HL-60 Leukämie- und 518A2 Melanom-
Zellen mit 13 und 17 wurden keine signifikante Veränderungen im Ceramid-Level im 
Vergleich zu Doxorubicin (13) festgestellt, weshalb auf die ausführliche Darstellung 
der  Daten  verzichtet  wird.  Die  IC50-Werte  dazu  befinden  sich  im  Anhang  in  den 
Tabellen A-41 bis A-42.
Abschließend kann gesagt werden, dass eine kombinatorische Behandlung der HL-
60-  bzw.  518A2-Zellen  mit  Doxorubicin  (13)  und  Thymochinon  (17)  zu  einer 
Auslösung der Apoptose sowohl klassisch über die intrinsischen und extrinsischen 
Pfade als auch alternativ über ROS und die dadurch bedingte Aktivierung redox-
sensitiver Kinasen bzw. die Bildung von Ceramiden führt. 
 6.3 Zellzyklus-Analyse
Wie  bereits  beschrieben,  wurde  für  die  mit  einer  Kombination  aus  13 und  17 
behandelten HL-60- und 518A2-Zellen eine Zellzyklus-Analyse durchgeführt (vgl. 4.3 
Zellzyklusanalyse);  die  Histogramme  dazu  sind  im  Anhang  aufgeführt.  Zur 
Berechnung der Verteilung der Zellen innerhalb des Zellzyklus wurde wiederum um 
den apoptotischen Anteil in der Kontrolle korrigiert sowie die intrinsische Fluoreszenz 
von 13 bei der Berechnung ausgeschlossen. 
Für  die  518A2-Zellen  bestätigte  sich  erneut  der  antagonistische  Effekt  beider 
Chinone:  Zwar  waren  nach  6  h  mehr  apoptotische  518A2-Zellen  nach  der  Be-
handlung  mit  13 und  17 zu  verzeichnen  als  für  13 allein,  dennoch  waren  die 
Verteilungen der Zellen innerhalb des Zellzyklus nach 24 h nahezu identisch (vgl. 
Abbildung 6-5). Es konnte demnach kein fördernder Effekt von  17 auf die Wirkung 
von  13 festgestellt  werden.  Aus  den  Zellzyklus-Analysen  der  HL-60-Zellen  war 
ebenfalls  kein  additiver  Effekt  der  beiden Chinone abzulesen,  obwohl  dies  durch 
diverse Untersuchungen bestätigt wurde. Es konnte aber notiert werden, dass sich 
die Zellen vermehrt am Übergang zwischen S- und G2-Phase befanden und nicht 
174
 6 Ergebnisse und Diskussion: Kombination von Doxorubicin (13) und Thymochinon (17)
wie bei 13 allein ausschließlich in der S-Phase. Es waren deutlich weniger Zellen in 
der  G1/G0-Phase.  Wahrscheinlich  führte  dies  zu  der  vermehrten  Wachstums-
inhibierenden Wirkung.
Abbildung  6-5: Durchflusszytometrische  Analyse  Propidiumiodid-gefärbter  HL-60-  (links)  bzw.  518A2-Zellen 
(rechts) nach 24-stündiger Behandlung mit Doxorubicin (13,  B),  Thymochinon (17,  D) und einer äquimolaren 
Mischung aus 13 und  17 (C) (jeweils 5 µM, Kontrolle = A), wobei die Sektoren die prozentuale Auftragung der 
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 6.4 Zusammenfassende Diskussion
Seit längerer Zeit ist für Thymochinon (17) eine chemo-protektive Wirkung bekannt. 
So  konnten  verschiedene  Arbeitsgruppen  bei  der  kombinatorischen  Therapie  mit 
Doxorubicin (13) und 17 in vivo eine Verminderung der durch 13 bedingten Neben-
wirkungen feststellen – von einer Wirkungssteigerung war bislang nichts bekannt. 
Aus  diesem  Grund  war  es  interessant,  den  Einfluss  von  17 auf  den  Wirk-
mechanismus von 13 an verschiedenen Tumorzelllinien zu untersuchen. Es ergaben 
sich dabei verschiedene Zelllinien-spezifische Effekte: An den mehrfachresistenten 
KB-V1VBL- bzw. HT-29-Zellen sowie den „Apoptose-gehemmten“ 518A2-Zellen konnte 
durch die gleichzeitige Behandlung mit  13 und  17 keine Wirkungssteigerung erzielt 
werden; für diese Zelllinine ergab sich ein antagonistischer Effekt beider Chinone. 
Interessanterweise war ein Synergismus, also ein fördernder Effekt von  17 auf die 
Wirkung von 13, an den sensitiven HL-60-Zellen bzw. den mehrfachresistenten MCF-
7TOPO zu verzeichnen; genau an diesen Zelllinine führte die Derivatisierung von 13 zu 
keiner Wirkungssteigerung. Der Synergismus an den MCF-7TOPO-Zellen ist durch eine 
durch  17  bedingte  Verminderung  der  Anfälligkeit  von  13 gegenüber  dem  ABC-
Transporter BCRP zu erklären. Weitere fördernde Effekte von Thymochinon (17) auf 
die  Wirkung  von  Doxorubicin  (13)  konnten  für  Doxorubicin-resistente  Zellen  (HT-
29DOX) festgestellt werden.          
Die  Wirkung der  kombinatorischen Therapie  (13 +  17)  war  wie  für  die  einzelnen 
Komponenten  13 und  17 apoptotisch:  Es  konnte  ebenfalls  eine  morphologische 
Veränderung der Zellen,  die Fragmentierungen der zellulären DNA (SubG1↑),  der 
Verlust intakter Mitochondrien sowie die Beteiligung Apoptose-relevanter Caspasen 
und Regulationsproteine festgestellt werden. Dabei wurde jeweils der Synergismus 
(HL-60) bzw. Antagonismus (518A2) beider Chinone bestätigt. Zudem kam es sowohl 
in  den  518A2-  als  auch  den  HL-60-Zellen  zu  einer  signifikanten  Erhöhung  der 
Sauerstoffradikal-Produktion.  Eventuell  führten  beide  p-Chinone  zur  Aktivierung 
unterschiedlicher  NAD(P)H-Oxidoreduktasen,  was  die  effektivere  ROS-Produktion 
erklären  würde.  In  normalen,  nicht-malignen  Zellen  kann  eine  vermehrte  ROS-
Produktion ebenfalls  zur  Auslösung von Apoptose führen;  dies konnte für  die  HF 
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Fibroblasten  jedoch  nicht  festgestellt  werden.  Die  Verschlechterung  des 
therapeutischen  Index´  für  die  kombinatorische  Behandlung  von  13 und  17 im 
Vergleich zu den Einzelkomponenten – also die Wirkungssteigerung an den nicht-
malignen Fibroblasten – konnte hiermit nicht erklärt werden. In vivo bzw. im Zell-
freien System wurde zwar vermehrt eine anti-oxidative Wirkung von 17 beobachtet, 
in vitro (auf Basis von Zell-Tests) dagegen hielten sich pro- und anti-oxidative Effekte 
die Waage. Es sind demnach noch weitere Untersuchungen nötig, um den chemo-
protektiven und dennoch Wirkungs-steigernden Einfluss von Thymochinon (17) auf 
etablierte Chemotherapeutika wie Doxorubicin (17) zu klären.
Es konnte dennoch gezeigt werden, dass 17 sehr wohl einen positiven Einfluss auf 
die Wirkung von 13 ausübte. Thymochinon (17) stellte demnach eine Art Verstärker 
der antitumoralen Wirkung von Doxorubicin (13) dar. Besonders deutlich wird dies für 
die  sensitiven  HL-60  Leukämie-Zellen  bzw.  die  resistenten  HT-29DOX Kolon-  und 
MCF-7TOPO Mammakarzinom-Zellen.  Somit  zeigt  17 nicht  nur  chemoprotektive 




Eine Reihe von natürlichen Chinonen weist eine Vielzahl an pharmakologisch sehr 
interessanten  Eigenschaften  auf,  antitumorale  Aktivitäten  eingeschlossen.  Das 
etablierte  Chemotherapeutikum  Doxorubicin  (13)  beispielsweise  –  ein  Sekundär-
metabolit  von  Streptomyces  peucetius var.  caesius –  findet  seine  klinische 
Anwendung  bei  der  Behandlung  verschiedenster  Krebserkrankungen  wie  etwa 
Leukämien, Lymphomen, Karzinomen und Sarkomen. Dennoch ist die Verwendung 
von 13 als Chemotherapeutikum durch seine Kardiotoxizität und die Ausbildung von 
Resistenzen limitiert. Um diese Nebenwirkungen möglichst gering zu halten, ist die 
kumulative Dosis  von  13 auf  550 mg /  m² festgesetzt.  Durch geeignete Derivati-
sierung von Doxorubicin (13) mit verschiedenen gesättigten und ungesättigten bzw. 
Terpen-terminierten Fettsäuren sollten unerwünschte Nebenwirkungen –  wie  etwa 
die  Anfälligkeit  gegenüber  Mehrfachresistenzen  –  minimiert  werden,  ohne  jedoch 
einen Verlust der Wirksamkeit zu riskieren. Das Ziel dieser Arbeit war es, mithilfe 
biochemischer  Arbeitsmethoden diejenigen Wirkstoff-Kandidaten zu finden und zu 
charakterisieren, die diese Kriterien erfüllen. 
Es konnten zwei  Doxorubicinderivate  identifiziert  werden,  die  in  der  Lage waren, 
limitierende  Mehrfachresistenzen  zu  überwinden:  Dies  ist  zum einen  das  Hepta-
decansäure-Doxorubicinhydrochlorid-Hydrazon  (26),  das  anders  als  die  übrigen 
Fettsäurederivate eine deutliche Wachstums-inhibierende und mit  13 vergleichbare 
Wirkung  gegen  die  verschiedenen  Tumor-Zelllinien  aufweist.  Zudem  übertrifft  26 
aufgrund einer  geringeren Anfälligkeit  gegenüber  dem ABC-Transportprotein  P-gp 
die Wirkung von 13 an mehrfachresistenten KB-V1VBL Zervixkarzinom-Zellen um das 
3-Fache. Die lange Fettsäureseitenkette dient dabei als eine Art Anker. Zum anderen 
handelt  es  sich  um  das  11-[(–)-Menthoxy-carbonyl]-undecansäure-Doxo-rubicin-
hydrochlorid-Hydrazon  (35),  das  insbesondere  an  518A2  Melanom-  bzw. 
Doxorubicin-resistenten Zellen effektiver ist als 13 und die übrigen Derivate. 
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Die  Wirkungsweise  von  Doxorubicin  (13)  und  seinen  Derivaten  ist  vorwiegend 
apoptotisch,  wobei  sowohl  klassische Wege wie  der  extrinsische und intrinsische 
Apoptose-Pfad (Caspasen-3, -8 und -9 ↑, ΔΨ↓)  als auch alternative Wege über das 
Endoplasmatische  Retikulum  (Verlust  der  Calcium-Homöostase)  und  die 
Generierung  von  reaktiven  Sauerstoffradikalen  (ROS)  und  Ceramiden  sowie  die 
Aktivierung redox-sensitiver  Kinasen  beteiligt  sind.  Weiterhin  konnte  auch  für  die 
meisten  Derivate  die  zelluläre  DNA  als  Haupt-Target  identifiziert  werden.  Die 
Interkalation  der  Derivate  in  die  DNA führt  aufgrund  der  Blockierung  von  DNA-
bindenden Enzymen zu einem Verbleib der Zellen in der DNA-Replikation-Phase und 
somit zur Auslösung der Apoptose.   
Doch nicht nur komplexe Anthrachinone wie Doxorubicin (13) sind für die Wirkstoff-
entwicklung  von  Interesse,  auch  einfache  Verbindungen  wie  das  p-Benzochinon 
Thymochinon (17)  –  Bestandteil  des  Schwarzkümmel-Extraktes  (Nigella  sativa)  – 
sind aufgrund von antioxidativen und antitumoralen Effekten potentielle Kandidaten 
zur Weiterentwicklung zum Chemotherapeutikum. Durch die Funktionalisierung von 
Thymochinon  (17)  mit  verschiedenen  gesättigten  und  ungesättigten  bzw.  Terpen-
terminierten Fettsäuren sollte die geringe antitumorale Wirkung verbessert werden; 
die  Derivate  sollten  wiederum mithilfe  geeigneter  biochemischer  Arbeitsmethoden 
charakterisiert werden. 
Es konnten einige Derivate identifiziert werden, die die Wirkung und Selektivität der 
Ausgangsverbindung  17 bei  Weitem  überschreiten:  Einerseits  zeigt  das  DHA-
Thymochinon (47) mit Langzeit-IC50-Werten im nano-molaren Bereich verglichen mit 
17 (milli-molare Langzeit-IC50-Werte) überdurchschnittliche Effektivität bei gleichzeitig 
verbesserter Tumorselektivität. Andererseits weist das (–)-Mentholderivat  56 (mikro-
molare  Langzeit-IC50-Werte)  die  geringste  MDR-Sensitivität,  also  die  geringste 
Anfälligkeit gegenüber ABC-Transportern auf. Desweiteren führt die Anknüpfung des 
Triterpens  Betulinsäure  (74)  über  die  Alkoholfunktion  zu  dem vielversprechenden 




Die  Wirkungsweise  von  Thymochinon  (17)  und  seinen  Derivaten  ist  vorwiegend 
apoptotisch; es werden wie für 13 beschrieben sowohl klassische (Caspase-3, -8 und 
-9 ↑, ΔΨ↓) als auch alternative Wege (ROS ↑, Ca2+ ↑, redox-sensitive Kinasen ↑) der 
Apoptose-Initiation  angesprochen.  Als  Haupt-Wirkort  von  17 konnten  DNA-  bzw. 
RNA-reiche Regionen im Zellkern identifiziert werden; dabei scheint die Funktion von 
17 als Histondeacetylase-Inhibitor eine Blockierung der DNA-Replikation (S-Phase 
bzw.  Übergang  von  S-  zu  G2-Phase)  und  somit  die  Initiation  der  Apoptose  zu 
bewirken.
Da seit längerer Zeit eine chemoprotektive Wirkung für Thymochinon (17) bekannt 
ist,  sollte  zudem  der  Einfluss  von  17 auf  13 an  verschiedenen  Tumorzelllinien 
untersucht werden. Es ergab sich ein Synergismus beider Chinone an den sensitiven 
HL-60-Zellen  bzw.  den  mehrfachresistenten  MCF-7TOPO Mamma-  und  HT-29DOX 
Kolonkarzinom-Zellen,  wobei  Letzterer  durch  eine  Thymochinon-bedingte  Ver-
minderung der Anfälligkeit von Doxorubicin (13) gegenüber bestimmten ABC-Trans-
portern  zu  erklären  ist.  Somit  zeigt  17 nicht  nur  chemoprotektive  Eigenschaften, 
sondern auch das Potential, Mehrfachresistenzen zu überwinden.
 
Die Wirkung der kombinatorischen Therapie von 13 und 17 ist ebenfalls apoptotisch, 
wobei der Wirkmechanismus dem von 13 sehr ähnelt. Die signifikante Erhöhung der 
ROS-Produktion in den Tumor-Zellen kann durch die Aktivierung unterschiedlicher 
NAD(P)H-Oxidoreduktasen  durch  beide  Chinone  erklärt  werden;  eine  solche 
vermehrte ROS-Produktion ist anders als erwartet in nicht-malignen HF Fibroblasten 
interessanterweise nicht zu verzeichnen. 
Es  sind  noch  weitere  Untersuchungen  nötig,  um  den  chemoprotektiven  und 
wirkungssteigernden  Einfluss  von  Thymochinon  (17)  auf  das  etablierte  Chemo-
therapeutikum Doxorubicin (17) zu klären. Es konnte aber im Ansatz gezeigt werden, 
dass  17 sehr  wohl  einen  positiven  Einfluss  auf  die  Wirkung  von  13 ausübt. 
Thymochinon (17) stellte demnach eine Art „Verstärker“ der antitumoralen Wirkung 





There is a series of naturally occurring quinones with a variety of pharmacologically 
interesting properties including anti-tumour activities. The  Streptomyces  metabolite 
doxorubicin (13) is one of the most common anti-cancer agents for the treatment of 
human tumours namely leukaemia, lymphoma, carcinoma and sarkoma, although its 
clinical use is limited due to side effects such as cumulative cardiac toxicity and multi-
drug resistances. To improve the effectiveness with simultaneous circumvention of 
the drawbacks,  13 was covalently linked to saturated or unsaturated and terpenyl-
terminated fatty acids. The aim of this work was the characterisation of these new 
doxorubicin  N-acyl  hydrazones  using  biochemical  methods  to  identify  drug 
candidates who meet the above criteria. 
Thus,  two  derivatives  were  found that  were  able  to  overcome limiting  multi-drug 
resistances:  This  is,  firstly,  the  doxorubicin  heptadecanoyl  hydrazone  (26),  which 
causes a significant  growth-inhibitory effect  against  the different  tumour cell  lines 
compared with 13. In P-gp-over-expressing KB-V1VBL cervix carcinoma cells it is three 
times more effective than 13 through breaching multi-drug resistances. The long fatty 
acid group can act as an anchor. The second is the doxorubicin 11-[(–)-menthoxy-
carbonyl]-undecanoyl hydrazone (35), which is more effective in 518A2 melanoma 
and doxorubicin-resistant cells than 13 and the other derivatives.
The  mode  of  action  of  doxorubicin  (13)  and  its  conjugates  is  mainly  apoptotic 
including the activation of the apoptosis-relevant caspases-3, -8 and -9 as well as 
through the loss of Ca2+ homeostasis (ER stress), the generation of reactive oxygen 
species (ROS) or ceramides and the activation of redox-sensitive kinases. Similar to 
doxorubicin  13,  the main target  of  the new doxorubicin  N-acyl  hydrazones is  the 
cellular DNA. By intercalation into cellular DNA they can block DNA-binding enzymes 
causing an arrest during the replication phases (s-phase) leading to apoptosis.
Since thymoquinone (17), the main bioactive constituent of the volatile black seed oil 
(Nigella sativa), displays weak anti-tumour activity, and due to other properties such 
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as anti-oxidative and anti-neoplastic effects there is growing interest in its therapeutic 
potential. Analogously to 13, thymochinone (17) was covalently linked to saturated or 
unsaturated  and terpenyl-terminated fatty  acids  to  improve its  generally  low anti-
cancer activity. The most promising candidates among the derivatives were identified 
and characterised using biochemical methods. 
There were several conjugates with improved efficacy and selectivity compared with 
17: On the one hand, 6-(hencosahexaenyl)-thymoquinone (47), which shows nano-
molar  IC50 values  following  72  h  incubation,  revealed  a  dramatical  boost  of  the 
growth-inhibiting effect in all  tumour cells over that of  17 (micro-molar IC50 (72 h) 
values). On the other hand, 6-(menthoxy-butyl)-thymoquinone (56) exhibited micro-
molar IC50 (72 h) values and was even least affected by the multi-drug-relevant ABC-
transporters P-gp and BCRP. Furthermore, the conjugation of  17 with the triterpene 
betulinic acid (74) resulted in compound 72, which was most effective against the HL-
60 leukaemia cells.
  
Including the parent compound 17 all derivatives induced apoptosis associated with 
DNA  fragmentation,  changes  in  mitochondrial  membrane  potential  (ΔΨ↓),  the 
generation of ROS and the activation of caspases and redox-sensitive kinases. The 
main target of  17 seems to be the DNA- and RNA-rich regions within the cellular 
nucleus, whereas its function  as an inhibitor of the histone deactylase might cause 
apoptosis induction following an arrest during replication.   
There  is  a  known  chemo-protective  effect  by  thymoquinone  (17).  Therefore  the 
influence of  17 on doxorubicin-induced growth-inhibition and apoptosis was to be 
studied in several tumour cell lines. In cells of HL-60 leukaemia as well as multi-drug 
resistant MCF-7TOPO breast and HT-29DOX colon carcinoma a synergistic effect for both 
p-quinones was obtained, whereas the latter was reached due to a breach of the 
multi-drug resistance mechanisms.
The mode of action of an equimolar mixture of thymoquinone (17) and doxorubicin 
(13) was apoptotic, similar to that of  13 alone. But there was a distinct rise in ROS 
182
 8 Summary
generation in all tumour cell lines following incubation with 13 + 17, maybe as a result 
of  the  activation  of  different  NAD(P)H  oxidoreductases.  In  non-malignant  HF 
fibroblasts,  normally showing higher ROS levels during drug-related apoptosis,  no 
generation of reactive oxygen species was observed. 
Thus,  further  studies  concerning  the  chemo-protective  and  beneficial  effects  of 
thymoquinone  (17)  on  the  action  of  the  established  drug  doxorubicin  (13)  are 
necessary to identify its molecular mechanism. However, it was possible to show that 
17 is more than just chemo-protective. It can act as a potential booster for the anti-
tumour  effect  of  13.  Depending  on  the  cancer  cell  line  distinct  improvements  of 




 9.1 MTT: Doxorubicin (13) und seine Derivate




24 h 48 h 72 h
13 0,34 ± 0,11 0,17 ± 0,09 0,12 ± 0,04
26 0,76 ± 0,05 0,35 ± 0,09 0,11 ± 0,05
27 0,67 ± 0,35 0,39 ± 0,11 0,42 ± 0,17
28 2,85 ± 1,64 1,83 ± 0,45 1,61 ± 0,64
29 7,38 ± 0,55 0,32 ± 0,02 0,14 ± 0,03
30 > 50 > 50 13,14 ± 0,64
31 > 50 > 50 > 50
32 0,71 ± 0,52 0,54 ± 0,02 0,14 ± 0,01
33 1,20 ± 0,27 0,42 ± 0,08 0,32 ± 0,12
34 0,82 ± 0,20 0,51 ± 0,17 0,46 ± 0,16
35 0,23 ± 0,06 0,16 ± 0,05 0,06 ± 0,01
36 0,57 ± 0,19 0,23 ± 0,06 0,19 ± 0,05
37 > 50 > 50 > 50
38 41,65 ± 5,33 26,98 ± 3,05 22,54 ± 6,49
Testsubstanz
HL-60, IC50 [µM]a
24 h 48 h 72 h
13 0,22 ± 0,10 0,10 ± 0,03 0,08 ± 0,01
26 1,41 ± 0,15 0,86 ± 0,00 0,28 ± 0,07
27 1,24 ± 0,57 0,56 ± 0,05 0,56 ± 0,41
28 5,56 ± 0,47 2,80 ± 0,16 3,83 ± 1,15
29 5,08 ± 0,39 1,22 ± 0,07 0,81 ± 0,19
30 > 50 > 50 > 50
31 > 50 > 50 > 50
32 0,57 ± 0,18 0,26 ± 0,11 0,23 ± 0,10
33 0,39 ± 0,18 0,33 ± 0,11 0,33 ± 0,05
34 0,40 ± 0,22 0,49 ± 0,17 0,37 ± 0,25
35 0,30 ± 0,10 0,25 ± 0,19 0,11 ± 0,05
36 0,23 ± 0,07 0,19 ± 0,09 0,13 ± 0,05
37 > 50 > 50 > 50
38 65,62 ± 10,52 24,93 ± 2,06 22,23 ± 4,03
a Siehe Tabelle A-2.
184
 9 Anhang
Tabelle A-2: IC50-Werte [µM]a der Doxorubicin-Derivate 13 sowie 26-38 gegen HT-29 Kolonkarzinom-Zellen.
Testsubstanz
HT-29, IC50 [µM]a
24 h 48 h 72 h
13 35,66 ± 6,54 4,46 ± 1,48 0,85 ± 0,11
26 25,56 ± 9,29 7,73 ± 1,57 3,62 ± 0,60
27 46,03 ± 19,49 6,04 ± 1,13 2,64 ± 0,17
28 21,69 ± 13,46 23,17 ± 7,24 11,12 ± 4,58
29 30,99 ± 13,68 15,50 ± 2,98 0,67 ± 0,12
30 > 100 > 100 > 100
31 38,24 ± 8,19 52,55 ± 6,00 44,85 ± 4,22
32 24,95 ± 13,36 22,31 ± 9,11 1,57 ± 0,66
33 18,18 ± 2,77 9,29 ± 3,22 3,15 ± 0,20
34 13,63 ± 7,32 7,10 ± 2,92 4,36 ± 2,02
35 42,91 ± 15,61 4,38 ± 3,31 0,95 ± 0,00
36 48,53 ± 12,74 13,64 ± 3,31 1,91 ± 1,31
37 > 100 > 100 > 100
38 71,13 ± 28,87 65,22 ± 16,44 26,56 ± 10,43
a  IC50-Werte  erhalten  aus  den  Konzentrations-Reaktions-Kurven  nach  Behandlung  der  Zellen  mit  den 
Testsubstanzen durch die Messung der prozentualen Absorption lebender Zellen relativ zu unbehandelten Zellen 
(Kontrolle, 100%) mittels MTT-Test. Die Werte repräsentieren die Mittelwerte ± Standardabweichungen von fünf 
unabhängigen Experimenten.
Tabelle A-3: IC50-Werte [µM]a der Doxorubicin-Derivate 13 sowie 26, 29, 32 und 35 gegen HT-29 bzw. HT-29COLC 
Kolonkarzinom-Zellen.
Testsubstanz
IC50 (72 h) [µM]a
°HT-29 *HT-29 HT-29COLC °HT-29COLC *HT-29COLC HT-29DOX
13 0.11 ± 0.06 0.22 ± 0.05 0,69 ± 0,10 0.43 ± 0.15 0.10 ± 0.02 0,42 ± 0,12
26 0.07 ± 0.02 0.95 ± 0.53 0,29 ± 0,10 0.21 ± 0.11 0.09 ± 0.01 3,18 ± 0,18
29 0.21 ± 0.08 0.13 ± 0.01 0,58 ± 0,09 1.20 ± 0.12 0.09 ± 0.01 0,28 ± 0,13
32 0.27 ± 0.16 0.61 ± 0.33 0,97 ± 0,34 1.48 ± 0.24 0.10 ± 0.02 1,12 ± 0,06
35 0.11 ± 0.02 0.27 ± 0.13 0,50 ± 0,24 0.18 ± 0.05 0.14 ± 0.04 0,75 ± 0,05
a  IC50-Werte  erhalten  aus  den  Konzentrations-Reaktions-Kurven  nach  Behandlung  der  Zellen  mit  den 
Testsubstanzen durch die Messung der prozentualen Absorption lebender Zellen relativ zu unbehandelten Zellen 
(Kontrolle, 100%) mittels MTT-Test. Die Werte repräsentieren die Mittelwerte ± Standardabweichungen von fünf 
unabhängigen Experimenten.
° 24 h vor der Zugabe der Testsubstanzen wurde Propofol (20 µM) zur Inhibierung der UGT1A9 verabreicht.
* 1,5 h vor der Zugabe der Testsubstanzen wurde MK517 (10 µM) zur Inhibierung von MRP-1 verabreicht.
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Tabelle A-4: IC50-Werte [µM]a der Doxorubicin-Derivate 13 sowie 26-38 gegen KB-V1VBL Zervixkarzinom-Zellen.
Testsubstanz
KB-V1VBL, IC50 [µM]a
24 h 48 h 72 h
13 59,92 ± 13,00 35,55 ± 8,50 18,34 ± 7,60
26 42,93 ± 10,84 10,73 ± 4,34 5,07 ± 0,93
27 32,47 ± 1,84 17,66 ± 3,21 12,73 ± 1,77
28 29,62 ± 5,89 18,67 ± 3,13 19,74 ± 6,99
29 40,81 ± 3,88 20,50 ± 2,07 13,99 ± 4,98
30 > 100 > 100 > 100
31 - - -
32 17,81 ± 3,82 18,35 ± 3,04 10,32 ± 2,12
33 > 100 34,93 ± 15,71 23,25 ± 12,47
34 79,64 ± 6,75 21,54 ± 3,76 21,75 ± 3,82
35 30,46 ± 4,58 17,09 ± 2,54 8,82 ± 0,67
36 68,81 ± 18,81 20,72 ± 6,68 24,24 ± 7,18
37 > 100 46,50 ± 0,26 50,10 ± 18,27
38 39,12 ± 10,85 20,00 ± 0,13 18,13 ± 4,00
a  IC50-Werte  erhalten  aus  den  Konzentrations-Reaktions-Kurven  nach  Behandlung  der  Zellen  mit  den 
Testsubstanzen durch die Messung der prozentualen Absorption lebender Zellen relativ zu unbehandelten Zellen 
(Kontrolle, 100%) mittels MTT-Test. Die Werte repräsentieren die Mittelwerte ± Standardabweichungen von fünf 
unabhängigen Experimenten.
Tabelle A-5: IC50-Werte [µM]a der Doxorubicin-Derivate 13 sowie 26, 29, 32 und 35 gegen KB-V1 bzw. KB-V1VBL 
Zervixkarzinom-Zellen.
Testsubstanz
IC50 (72 h) [µM]a
KB-V1 *KB-V1VBL KB-V1DOX
13 0,05 ± 0,01 1,02 ± 0,04 1,79 ± 0,58
26 0,61 ± 0,03 3,73 ± 0,51 2,37 ± 0,37
29 0,45 ± 0,01 2,63 ± 0,32 1,56 ± 0,50
32 0,35 ± 0,01 1,51 ± 0,34 1,87 ± 0,23
35 1,91 ± 0,01 0,67 ± 0,09 1,10 ± 0,29
a  IC50-Werte  erhalten  aus  den  Konzentrations-Reaktions-Kurven  nach  Behandlung  der  Zellen  mit  den 
Testsubstanzen durch die Messung der prozentualen Absorption lebender Zellen relativ zu unbehandelten Zellen 
(Kontrolle, 100%) mittels MTT-Test. Die Werte repräsentieren die Mittelwerte ± Standardabweichungen von fünf 
unabhängigen Experimenten.








24 h 48 h 72 h
13 6,24 ± 1,49 1,34 ± 0,51 1,01 ± 0,36
26 5,90 ± 1,90 3,19 ± 0,61 2,97 ± 0,91
27 14,64 ± 1,30 6,15 ± 1,93 6,58 ± 1,45
28 40,54 ± 7,34 20,34 ± 6,48 9,93 ± 2,81
29 5,68 ± 1,36 4,33 ± 2,27 3,58 ± 0,98
30 > 100 > 100 > 100
31 - - -
32 8,39 ± 2,59 3,79 ± 1,00 2,66 ± 1,00
33 6,69 ± 0,89 4,65 ± 1,21 2,37 ± 1,01
34 10,21 ± 2,81 7,18 ± 1,82 4,26 ± 1,95
35 7,13 ± 1,85 2,65 ± 1,13 2,64 ± 1,05
36 6,33 ± 1,69 3,79 ± 1,30 1,77 ± 0,61
37 > 100 > 100 > 100
38 16,69 ± 5,65 15,76 ± 5,16 12,51 ± 1,94
a  IC50-Werte  erhalten  aus  den  Konzentrations-Reaktions-Kurven  nach  Behandlung  der  Zellen  mit  den 
Testsubstanzen durch die Messung der prozentualen Absorption lebender Zellen relativ zu unbehandelten Zellen 
(Kontrolle, 100%) mittels MTT-Test. Die Werte repräsentieren die Mittelwerte ± Standardabweichungen von fünf 
unabhängigen Experimenten.
Tabelle A-7: IC50-Werte [µM]a der Doxorubicin-Derivate13 sowie 26, 29, 32 und 35 gegen MCF-7 bzw. MCF-7TOPO 
Mammakarzinom-Zellen.
Testsubstanz
IC50 (72 h) [µM]a
MCF-7 *MCF-7TOPO MCF-7DOX
13 0,09 ± 0,01 0,08 ± 0,01 1,66 ± 0,39
26 0,10 ± 0,01 0,17 ± 0,06 1,16 ± 0,53
29 0,15 ± 0,06 0,17 ± 0,07 1,93 ± 0,77
32 0,17 ± 0,02 0,52 ± 0,21 1,37 ± 0,68
35 0,43 ± 0,05 0,09 ± 0,01 1,05 ± 0,01
a  IC50-Werte  erhalten  aus  den  Konzentrations-Reaktions-Kurven  nach  Behandlung  der  Zellen  mit  den 
Testsubstanzen durch die Messung der prozentualen Absorption lebender Zellen relativ zu unbehandelten Zellen 
(Kontrolle, 100%) mittels MTT-Test. Die Werte repräsentieren die Mittelwerte ± Standardabweichungen von fünf 
unabhängigen Experimenten.
* 24 h vor der Zugabe der Testsubstanzen wurde Fumitremorgin C (1,2 µM) zur Inhibierung von P-gp  verabreicht.
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 9.2 MTT: Thymochinon (17) und seine Derivate
Tabelle A-8: IC50-Werte [µM]a der Thymochinon-Derivate 17 sowie 40 -78 gegen 518A2 Melanom-Zellen.
Testsubstanz
518A2, IC50 [µM]a
24 h 48 h 72 h
17 29,47 ± 6,34 29,53 ± 8,80 28,33 ± 9,17 
40 > 100 > 100 22,16 ± 8,00
41 > 100 > 100 66,40 ± 3,97
42 > 100 > 100 66,80 ± 9,32
43 > 100 > 100 52,03 ± 6,61
44 76,31 ± 5,36 46,48 ± 9,12 24,29 ± 7,40
45 82,92 ± 13,67 23,66 ± 5,42 13,51 ± 3,35
46 31,39 ± 8,33 14,68 ± 3,70 11,18 ± 4,01
47 2,69 ± 0,86 1,66 ± 0,56 0,33 ± 0,10
48 > 100 72,36 ± 8,14 48,64 ± 6,04
49 35,34 ± 7,33 18,48 ± 6,29 14,37 ± 3,43
50 34,74 ± 4,32 12,50 ± 4,70 5,74 ± 1,10
51 51,78 ± 11,50 33,83 ± 5,31 20,71 ± 8,69
52 71,24 ± 5,78 52,07 ± 4,83 36,09 ± 4,77
53 40,35 ± 2,77 31,04 ± 1,27 23,03 ± 7,07
56 26,57 ± 2,67 17,14 ± 3,34 3,90 ± 0,74
57 30,88 ± 2,06 17,82 ± 1,10 14,68 ± 1,83
58 > 100 > 100 > 100
59 > 100 > 100 > 100
60 39,27 ± 5,75 27,94 ± 4,24 13,31 ± 5,64
61 > 100 79,47 ± 7,82 51,67 ± 4,81
62 49,24 ± 13,94 28,12 ± 1,90 14,07 ± 6,82
63 > 100 67,31 ± 5,40 60,00 ± 4,21
64 25,70 ± 0,83 20,72 ± 3,65 6,80 ± 0,59
65 20,15 ± 1,23 13,12 ± 1,37 13,09 ± 2,33
66 > 100 > 100 > 100
67 41,44 ± 7,81 41,97 ± 11,45 43,71 ± 8,24
68 > 100 > 100 51,70 ± 2,46
69 52,47 ± 6,68 33,73 ± 4,59 12,23 ± 1,54
70 16,14 ± 4,82 3,69 ± 1,29 2,87 ± 0,32
71 > 100 > 100 53,27 ± 3,19
72 29,13 ± 11,52 12,31 ± 3,81 11,40 ± 2,71
73 50,87 ± 7,78 47,38 ± 11,62 27,31 ± 14,28
188
 9 Anhang
74 0,20 ± 0,08 0,08 ± 0,03 0,04 ± 0,02
75 63,13 ± 36,87 34,13 ± 9,63 22,64 ± 9,10
76 - - 33,95 ± 16,49
77 - - 16,90 ± 4,59
78 - - 24,31 ± 8,60
a Siehe Tabelle A-11.
Tabelle A-9: IC50-Werte [µM]a der Thymochinon-Derivate 17 sowie 40 -78 gegen HL-60 Leukämie-Zellen.
Testsubstanz
HL-60, IC50 [µM]a
24 h 48 h 72 h
17 32,18 ± 6,45 30,80 ± 8,77 27,81 ± 5,95
40 > 100 9,99 ± 0,77 5,78 ± 1,44
41 88,77 ± 7,99 88,06 ± 4,70 49,87 ± 8,44
42 > 100 > 100 98,06 ± 1,94
43 > 100 > 100 > 100
44 24,44 ± 4,20 15,53 ± 2,73 13,54 ± 5,01
45 44,15 ± 6,88 14,24 ± 2,72 16,77 ± 3,93
46 29,08 ± 6,90 16,26 ± 3,53 20,78 ± 5,24
47 6,81 ± 0,56 2,45 ±  0,31 2,12 ± 0,75
48 79,67 ± 12,22 26,34 ± 9,95 24,31 ± 11,50
49 19,69 ± 3,78 16,15 ± 4,34 17,39 ± 8,98
50 20,11 ± 3,51 12,20 ± 5,17 7,99 ± 2,91
51 16,67 ± 10,41 13,89 ± 6,81 3,31 ± 0,75
52 56,47 ± 6,98 54,43 ± 3,51 53,97 ± 5,25
53 > 100 > 100 29,32 ± 11,97
56 15,69 ± 2,35 6,29 ± 2,21 9,01 ± 2,88
57 19,06 ± 2,54 6,22 ± 1,39 11,71 ± 2,27
58 > 100 > 100 > 100
59 > 100 > 100 > 100
60 8,73 ± 1,21 3,96 ± 0,83 2,28 ± 0,47
61 > 100 > 100 > 100
62 19,96 ± 2,45 7,60 ± 2,74 10,79 ± 3,11
63 > 100 > 100 > 100
64 14,87 ± 3,56 8,54 ± 2,71 9,35 ± 1,29
65 18,10 ± 7,91 3,18 ± 2,16 4,73 ± 1,09
66 40,32 ± 2,41 48,82 ± 10,23 69,86 ± 8,92
67 59,81 ± 28,50 43,08 ± 15,16 33,59 ± 9,47
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68 43,02 ± 4,93 35,78 ± 2,67 31,00 ± 2,68
69 > 100 17,19 ± 7,36 2,50 ± 1,73
70 3,24 ± 0,36 1,60 ± 0,57 1,71 ± 0,17
71 > 100 > 100 13,74 ± 9,50
72 72,25 ± 27,75 1,88 ± 0,63 0,13 ± 0,02
73 54,40 ± 3,16 66,27 ± 9,60 68,34 ± 4,41
74 0,003 ± 0,002 0,003 ± 0,001 0,002 ± 0,001
75 65,90 ± 20,67 61,65 ± 24,68 79,21 ± 12,39
76 - - > 100
77 - - 3,31 ± 0,75
78 - - 2,99 ± 0,75
a Siehe Tabelle A-11.
Tabelle A-10: IC50-Werte [µM]a der Thymochinon-Derivate 17 sowie 40 -78 gegen HT-29 Kolonkarzinom-Zellen.
Testsubstanz
HT-29, IC50 [µM]a
24 h 48 h 72 h
17 93,59 ± 6,42 95,03 ± 4,06 46,79 ± 18,76
40 > 100 > 100 > 100
41 > 100 > 100 68,51 ± 13,65
42 > 100 > 100 86,45 ± 13,55
43 > 100 > 100 77,33 ± 3,61
44 > 100 64,89 ± 35,11 73,96 ± 3,07
45 > 100 > 100 65,24 ± 28,82
46 > 100 70,33 ± 29,67 50,11 ± 16,11
47 > 100 27,88 ± 12,88 0,89 ± 0,37
48 > 100 > 100 > 100
49 > 100 59,69 ± 15,31 72,37 ± 2,44
50 > 100 37,96 ± 7,10 33,69 ± 1,37
51 87,07 ± 12,93 75,66 ± 24,35 32,34 ± 1,87
52 > 100 > 100 59,18 ± 4,13
53 > 100 > 100 81,12 ± 4,05
56 > 100 81,42 ± 18,58 39,12 ± 13,86
57 80,52 ± 10,15 80,30 ± 19,71 51,94 ± 8,20
58 > 100 > 100 > 100
59 > 100 > 100 22,45 ± 7,50
60 30,47 ± 19,54 39,39 ± 10,61 53,07 ± 10,32
61 > 100 > 100 > 100
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62 78,01 ± 21,99 41,16 ± 33,84 46,42 ± 22,02
63 > 100 > 100 > 100
64 > 100 > 100 81,35 ± 36,52
65 45,56 ± 34,45 11,58 ± 8,43 7,11 ± 0,79
66 > 100 > 100 26,31 ± 11,27
67 > 100 > 100 32,51 ± 9,26
68 > 100 > 100 78,23 ± 2,78
69 > 100 > 100 86,54 ± 13,47
70 2,23 ± 1,75 1,30 ± 0,70 0,39 ± 0,05
71 > 100 > 100 8,07 ± 1,57
72 12,73 ± 9,74 12,16 ± 7,86 5,01 ± 0,32
73 > 100 > 100 > 100
74 0,04 ± 0,004 0,044 ± 0,006 0,05 ± 0,02
75 > 100 34,91 ± 15,09 9,30 ± 1,81
76 - - > 100
77 - - 60,48 ± 18,02
78 - - 48,90 ± 12,85
a Siehe Tabelle A-11.
Tabelle A-11: IC50-Werte [µM]a der Thymochinon-Derivate gegen HT-29 bzw. HT-29COLC Kolonkarzinom-Zellen.
Testsubstanz
IC50 (72 h) [µM]a
°HT-29 *HT-29 HT-29COLC °HT-29COLC *HT-29COLC
13 51,44 ± 7,22 21,60 ± 4,83 57,21 ± 27,92 41,67 ± 9,72 77,48 ±14,10
40 > 100 83,04 ± 16,96 83,32 ± 16,68 19,35 ± 4,95 88,85 ± 11,16
43 > 100 81,20 ± 18,80 > 100 79,96 ± 28,34 95,31 ± 4,69
46 71,36 ± 4,94 24,42 ± 10,03 48,40 ± 2,02 64,31 ± 9,66 32,93 ± 9,80
47 4,05 ± 2,27 2,12 ± 0,66 24,52 ± 8,79 93,89 ± 1,51 97,54 ± 2,46
53 > 100 > 100 > 100 66,16 ± 31,83 88,12 ± 6,63
56 > 100 31,61 ± 14,44 67,89 ± 10,99 87,08 ± 7,58 40,07 ± 23,70
59 > 100 55,49 ± 19,69 > 100 31,95 ± 10,60 81,00 ± 19,01
65 62,27 ± 37,73 0,34 ± 0,30 23,69 ± 3,77 20,31 ± 2,81 28,45 ± 1,20
66 36,76 ± 19,10 > 100 > 100 73,20 ± 26,81 > 100
69 90,86 ± 9,15 27,81 ± 7,48 70,24 ± 20,80 89,68 ± 0,65 39,90 ± 5,86
70 1,82 ± 0,85 0,16 ± 0,01 1,14 ± 0,48 1,58 ± 0,66 0,44 ± 0,22
71 16,34 ± 6,48 30,65 ± 7,05 30,55 ± 4,93 7,59 ± 0,70 37,62 ± 7,12
72 > 100 26,38 ± 6,97 40,96 ± 16,34 7,51 ± 2,15 47,34 ± 0,72
73 > 100 > 100 > 100 75,64 ± 24,36 88,85 ± 11,16
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74 0,09 ± 0,04 0,09 ± 0,02 0,06 ± 0,02 0,67 ± 0,11 0,09 ± 0,04
75 > 100 75,63 ± 0,63 27,96 ± 8,95 2,83 ± 1,90 67,64 ± 8,94
a  IC50-Werte  erhalten  aus  den  Konzentrations-Reaktions-Kurven  nach  Behandlung  der  Zellen  mit  den 
Testsubstanzen durch die Messung der prozentualen Absorption lebender Zellen relativ zu unbehandelten Zellen 
(Kontrolle, 100%) mittels MTT-Test. Die Werte repräsentieren die Mittelwerte ± Standardabweichungen von fünf 
unabhängigen Experimenten.
* 24 h vor der Zugabe der Testsubstanzen wurde Propofol (20 µM) zur Inhibierung der UGT1A9  verabreicht.
° 24 h vor der Zugabe der Testsubstanzen wurde MK571(10 µM) zur Inhibierung von MRP-1 verabreicht.




24 h 48 h 72 h
17 46,19 ± 4,79 34,43 ± 9,86 32,31 ± 6,01
40 > 100 > 100 38,81 ± 12,72
41 71,68 ± 1,04 58,44 ± 1,70 50,57 ± 0,89
42 > 100 56,14 ± 3,47 35,86 ± 2,69
43 > 100 > 100 61,72 ± 4,05
44 91,13 ± 8,87 30,77 ± 4,89 16,39 ± 5,58
45 67,27 ± 3,02 18,59 ± 1,98 13,74 ± 2,90
46 40,69 ± 11,59 18,83 ± 4,20 10,82 ± 4,12
47 3,24 ± 0,68 2,48 ± 0,87 0,55 ± 0,12
48 > 100 82,87 ± 9,63 62,62 ± 11,16
49 35,59 ± 6,03 24,11 ± 5,60 8,50 ± 2,66
50 51,19 ± 8,23 12,19 ± 5,17 7,99 ± 2,91
51 34,89 ± 6,43 36,74 ± 3,32 15,72 ± 4,18
52 75,89 ± 6,42 47,46 ± 7,20 39,98 ± 5,63
53 77,13 ± 8,13 36,81 ± 8,22 16,04 ± 1,47
56 20,65 ± 6,17 13,78 ± 1,87 6,95 ± 1,69
57 44,49 ± 5,89 17,70 ± 3,18 9,15 ± 2,46
58 > 100 > 100 35,14 ± 10,09
59 > 100 70,04 ± 9,16 41,28 ± 10,07
60 29,65 ± 13,28 32,60 ± 10,48 17,63 ± 3,86
61 > 100 61,54 ± 9,47 42,37 ± 7,96
62 > 100 42,35 ± 9,87 27,72 ± 5,88
63 > 100 76,68 ± 6,67 44,68 ± 8,87
64 40,31 ± 2,70 19,85 ± 1,51 12,36 ± 1,44
65 26,87 ± 4,72 21,83 ± 1,67 23,60 ± 1,62
66 69,38 ± 9,06 59,89 ± 20,66 51,19 ± 4,66
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67 58,47 ± 6,69 28,31 ± 6,41 24,89 ± 13,28
68 59,31 ± 8,02 40,93 ± 10,93 43,09 ± 5,86
69 42,53 ± 5,54 30,48 ± 2,79 17,93 ± 1,05
70 3,40 ± 0,73 1,99 ± 0,48 1,48 ± 0,11
71 > 100 50,56 ± 3,81 46,21 ± 3,02
72 51,18 ± 22,62 16,07 ± 3,75 13,12 ± 3,50
73 > 100 > 100 > 100
74 0,13 ± 0,05 0,03 ± 0,00 0,02 ± 0,01
75 69,95 ± 20,87 56,49 ± 7,23 34,52 ± 17,25
76 - - 29,69 ± 17,18
77 - - 31,30 ± 4,04
78 - - 26,41 ± 9,49
a Siehe Tabelle A-13.
Tabelle A-13: IC50-Werte [µM]a der Thymochinon-Derivate gegen KB-V1 bzw. KB-V1VBL Zervixkarzinom-Zellen.
Testsubstanz
IC50 (72 h) [µM]a
KB-V1 *KB-V1VBL
13 25,75 ± 13,37 24,11 ± 3,45
40 57,31 ± 24,20 1,02 ± 0,63
43 31,24 ± 9,34 0,55 ± 0,17
46 15,21 ± 5,21 6,50 ± 0,96
47 0,53 ± 0,13 0,95 ± 0,60
53 20,85 ± 1,13 19,02 ± 2,43
56 20,59 ± 2,52 9,34 ± 4,79
59 31,55 ± 2,47 21,98 ± 1,36
65 18,97 ± 2,00 10,03 ± 4,51
66 83,41 ± 16,59 60,58 ± 12,20
69 15,47 ± 7,41 9,47 ± 5,16
70 1,21 ± 0,21 0,64 ± 0,21
71 45,40 ±  5,00 79,92 ± 1,91
72 23,10 ± 19,99 68,02 ± 6,14
73 27,51 ± 14,01 41,53 ± 4,60
74 0,02 ± 0,01 0,03 ± 0,01
75 21,29 ± 17,24 47,42 ± 5,89
a  IC50-Werte  erhalten  aus  den  Konzentrations-Reaktions-Kurven  nach  Behandlung  der  Zellen  mit  den 
Testsubstanzen durch die Messung der prozentualen Absorption lebender Zellen relativ zu unbehandelten Zellen 
(Kontrolle, 100%) mittels MTT-Test. Die Werte repräsentieren die Mittelwerte ± Standardabweichungen von fünf 
unabhängigen Experimenten.
* 24 h vor der Zugabe der Testsubstanzen wurde Verapamil-HCl (24 µM) zur Inhibierung von P-gp verabreicht.
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24 h 48 h 72 h
17 34,23 ± 4,25 27,95 ± 7,67 26,68 ± 5,64
40 > 100 > 100 > 100
41  > 100 > 100 > 100
42 > 100 95,60 ± 4,40 74,55 ± 7,25
43 > 100 > 100 > 100
44 85,12 ± 14,59 21,84 ± 0,79 11,29 ± 5,73
45 56,46 ± 10,18 9,75 ± 2,14 6,77 ± 3,24
46 48,03 ± 10,74 8,77 ± 1,90 7,74 ± 2,46
47 1,08 ± 0,15 1,09 ± 0,19 0,03 ± 0,01
48 > 100 > 100 63,36 ± 13,49
49 23,86 ± 4,90 18,38 ± 8,18 12,93 ± 3,36
50 40,13 ± 3,70 4,17 ± 1,17 2,44 ± 0,31
51 > 100 > 100 30,95 ± 11,05
52 64,80 ± 10,07 41,45 ± 8,63 22,42 ± 7,28
53 44,66 ± 0,95 34,00 ± 19,93 26,72 ± 2,22
56 27,34 ± 8,24 7,70 ± 2,27 5,40 ± 1,75
57 29,05 ± 3,18 8,23 ± 3,40 5,53 ± 1,65
58 > 100 > 100 > 100
59 > 100 > 100 > 100
60 53,65 ± 3,65 7,20 ± 0,43 5,57 ± 0,094
61 > 100 > 100 > 100
62 40,07 ± 9,94 9,55 ± 0,61 6,14 ± 1,04
63 > 100 > 100 > 100
64 16,22 ± 5,45 15,40 ± 4,06 14,02 ± 5,07
65 12,99 ± 2,63 4,88 ± 1,36 3,07 ± 0,59
66 > 100 > 100 86,30 ± 3,21
67 25,29 ± 10,24 23,73 ± 13,22 16,96 ± 6,51
68 35,11 ± 14,09 29,24 ± 7,64 23,03 ± 4,24
69 25,99 ± 7,89 11,24 ± 0,88 2,82 ± 1,80
70 10,73 ± 2,41 1,46 ± 0,69 0,36 ± 0,14
71 69,28 ± 19,28 67,26 ± 12,07 33,63 ± 1,19
72 41,35 ± 23,99 25,53 ± 11,47 10,02 ± 2,53
73 74,09 ± 5,28 79,35 ± 1,64 22,89 ± 0,05
74 0,03 ± 0,01 0,006 ± 0,003 0,005 ± 0,004
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75 97,02 ± 2,98 28,83 ± 16,32 12,83 ± 3,70
76 - - 49,75 ± 3,84
77 - - > 100
78 - - 29,00 ± 3,40
a Siehe Tabelle A-15.
Tabelle  A-15:  IC50-Werte  [µM]a der  Thymochinon-Derivate  gegen  MCF-7  bzw.  MCF-7TOPO Mammakarzinom-
Zellen.
Testsubstanz
IC50 (72 h) [µM]a
MCF-7 *MCF-7TOPO
13 20,09 ± 2,00 23,08 ± 2,53
40 93,12 ± 4,88 3,63 ± 0,15
43 25,57 ± 3,33 0,51 ± 0,16
46 11,75 ± 4,93 6,27 ± 1,69
47 0,02 ± 0,01 1,21 ± 0,56
53 7,06 ± 2,33 13,49 ± 4,44
56 16,20 ± 6,60 5,77 ± 3,84
59 44,22 ± 20,64 15,59 ± 3,67
65 8,67 ± 2,57 3,45 ± 0,49
66 70,92 ± 36,46 86,41 ± 9,23
69 6,26 ± 2,65 4,46 ± 2,12
70 0,42 ± 0,26 0,40 ± 0,18
71 41,21 ± 7,86 13,63 ± 5,93
72 22,86 ± 7,17 44,18 ± 7,23
73 > 100 13,48 ± 1,34
74 0,03 ± 0,01 0,16 ± 0,08
75 4,86 ± 2,20 3,96 ± 0,42
a  IC50-Werte  erhalten  aus  den  Konzentrations-Reaktions-Kurven  nach  Behandlung  der  Zellen  mit  den 
Testsubstanzen durch die Messung der prozentualen Absorption lebender Zellen relativ zu unbehandelten Zellen 
(Kontrolle, 100%) mittels MTT-Test. Die Werte repräsentieren die Mittelwerte ± Standardabweichungen von fünf 
unabhängigen Experimenten.




 9.3 MTT: Doxorubicin (13) und Thymochinon (17)
Tabelle A-16: IC50-Werte [µM]a der äquimolaren Mischung aus  13 und  17 gegen 518A2-, HL-60-, HT-29-, KB-
V1VBL- und MCF-7TOPO-Zellen. 
Zelllinie
13 + 17, IC50 [µM]
24 h 48 h 72 h
518A2 0,77 ± 0,14 0,35 ± 0,20 0,33 ± 0,03
HL-60 0,10 ± 0,02 0,02 ± 0,00 0,02 ± 0,01
HT-29 21,50 ± 1,59 14,20 ± 4,20 1,09 ± 0,35
KB-V1VBL 20,26 ± 2,14 19,09 ± 6,86 20,88 ± 3,53
MCF-7TOPO 5,02 ± 2,16 1,15 ± 0,40 0,64 ± 0,22
a  IC50-Werte  erhalten  aus  den  Konzentrations-Reaktions-Kurven  nach  Behandlung  der  Zellen  mit  den 
Testsubstanzen durch die Messung der prozentualen Absorption lebender Zellen relativ zu unbehandelten Zellen 
(Kontrolle, 100%) mittels MTT-Test. Die Werte repräsentieren die Mittelwerte ± Standardabweichungen von fünf 
unabhängigen Experimenten.




72 h 72 h° 72 h*
HT-29 1,09 ± 0,35 0,74 ± 0,04 0,10 ± 0,02
HT-29COLC 0,83 ± 0,22 0,51 ± 0,31 0,17 ± 0,03
HT-29DOX 0,35 ± 0,21 - -
KB-V1 0,18 ± 0,02 - -
KB-V1VBL 20,88 ± 3,53 - 0,44 ± 0,16
KB-V1DOX 5,60 ± 1,27 - -
MCF-7 0,26 ± 0,02 - -
MCF-7TOPO 0,64 ± 0,22 - 0,18 ± 0,01
MCF-7DOX 5,56 ± 1,16 - -
a  IC50-Werte  erhalten  aus  den  Konzentrations-Reaktions-Kurven  nach  Behandlung  der  Zellen  mit  den 
Testsubstanzen durch die Messung der prozentualen Absorption lebender Zellen relativ zu unbehandelten Zellen 
(Kontrolle, 100%) mittels MTT-Test. Die Werte repräsentieren die Mittelwerte ± Standardabweichungen von fünf 
unabhängigen Experimenten.
°  24  h  vor  der  Zugabe  der  Testsubstanzen  wurde  Propofol  (20  µM)  zur  Inhibierung  der  UGT1A9  (HT-29) 
verabreicht.
* 24 h vor der Zugabe der Testsubstanzen wurde MK751 (10 µM) zur Inhibierung von MRP-1 (HT-29), Verapamil-




 9.4 Apoptose: Doxorubicin (13) und seine Derivate
Tabelle A-18: Relative bax-, bcl-2- und bax / bcl-2-mRNA-Konzentrationa in 518A2-Zellen nach der Inkubation mit 
ausgewählten Doxorubicin-Derivaten (5 µM).
Testsubstanzen
Relative mRNA-Konzentrationa
6 h 18 h
bax bcl-2 bax / bcl-2 bax bcl-2 bax / bcl-2
13 0,412 0,412 1,001 4,807 1,295 3,711
26 0,309 0,368 0,839 1,585 1,092 1,452
29 0,384 0,910 0,422 2,940 0,858 3,426
32 0,366 0,186 1,968 4,079 1,644 2,481
35 0,428 0,346 1,236 3,014 2,043 1,476
a Siehe Tabelle A-19. 
Tabelle A-19: Relative bax-, bcl-2- und bax / bcl-2-mRNA-Konzentrationa in HL-60-Zellen nach der Inkubation mit 
ausgewählten Doxorubicin-Derivaten (5 µM).
Testsubstanzen
Relative mRNA-Konzentrationa
6 h 18 h
bax bcl-2 bax / bcl-2 bax bcl-2 bax / bcl-2
13 0,370 0,418 0,886 0,058 0,122 0,478
26 0,290 1,545 0,188 0,278 0,650 0,428
29 0,553 4,123 0,134 0,597 0,896 0,666
32 0,969 2,028 0,478 0,068 0,103 0,659
35 0,396 0,973 0,407 0,146 0,067 2,163
a  Relative mRNA-Konzentration ermittelt  aus quantitativen  real time-PCR-Analysen, auf das Haushaltsgen der 
GAPDH normiert (Kontrolle = 1).
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Abbildung A-1:  Durchflusszytometrische Analyse JC-1-gefärbter, unbehandelter 518A2-Zellen (A-B) bzw. nach 
6-stündiger Inkubation mit Doxorubicin (13, 5 µM, C-D) und seinen Derivaten 26 (5 µM, E-F), 29 (5 µM, G-H), 32 
(5 µM, I-K) und  35  (5 µM, L-M): A, C, E, G, I,  L) DotPlot aller 10000 Zellen (FSC-H / SSC-H), das Polygon 
markiert die vitalen Zellen; B, D, F, H, K, M) DensityPlot (FL1-H / FL2-H) aller Zellen innerhalb des Polygons.
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Abbildung A-2:  Durchflusszytometrische Analyse JC-1-gefärbter, unbehandelter 518A2-Zellen (A-B) bzw. nach 
18-stündiger Inkubation mit Doxorubicin (13, 5 µM, C-D) und seinen Derivaten 26 (5 µM, E-F), 29 (5 µM, G-H), 32 
(5 µM, I-K) und  35 (5 µM, L-M): A, C, E, G, I, L)  DotPlot aller 10000 Zellen (FSC-H / SSC-H), das Polygon 
markiert die vitalen Zellen; B, D, F, H, K, M) DensityPlot (FL1-H / FL2-H) aller Zellen innerhalb des Polygons.
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Abbildung A-3: Durchflusszytometrische Analyse JC-1-gefärbter, unbehandelter HL-60-Zellen (A-B) bzw. nach 6-
stündiger Inkubation mit Doxorubicin (13, 5 µM, C-D) und seinen Derivaten 26 (5 µM, E-F), 29 (5 µM, G-H), 32 (5 
µM, I-K) und 35 (5 µM, L-M): A, C, E, G, I, L) DotPlot aller 10000 Zellen (FSC-H / SSC-H), das Polygon markiert 
die vitalen Zellen; B, D, F, H, K, M) DensityPlot (FL1-H / FL2-H) aller Zellen innerhalb des Polygons.
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Abbildung A-4: Durchflusszytometrische Analyse JC-1-gefärbter, unbehandelter HL-60-Zellen (A-B) bzw. nach 
18-stündiger Inkubation mit Doxorubicin (13, 5 µM, C-D) und seinen Derivaten 26 (5 µM, E-F), 29 (5 µM, G-H), 32 
(5 µM, I-K) und  35 (5 µM, L-M): A, C, E, G, I, L)  DotPlot aller 10000 Zellen (FSC-H / SSC-H), das Polygon 
markiert die vitalen Zellen; B, D, F, H, K, M) DensityPlot (FL1-H / FL2-H) aller Zellen innerhalb des Polygons.
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13 26 29 32 35
0 25,75 ± 8,47 21,39 ± 7,95 21,39 ± 7,95 22,26 ± 6,85 22,26 ± 6,85
1 28,74 ± 12,25 14,75 ± 11,13 17,72 ± 4,81 19,98 ± 1,04 15,25 ± 5,26
2 36,97 ± 12,03 15,12 ± 6,75 19,83 ± 6,92 27,41 ± 8,57 20,37 ± 10,11
4 32,70 ± 12,13 19,49 ± 4,89 25,51 ± 6,92 12,41 ± 1,95 16,37 ± 5,82
6 29,46 ± 7,96 21,91 ± 6,77 19,66 ± 5,50 18,42 ± 10,52 20,45 ± 6,02
8 36,86 ± 16,79 14,93 ± 10,46 10,89 ± 1,96 21,89 ± 11,27 24,96 ± 4,34
18 20,04 ± 7,83 18,27 ± 12,14 21,20 ± 9,21 20,14 ± 10,27 17,71 ± 12,70
24 31,74 ± 12,56 22,81 ± 0,10 14,66 ± 5,19 14,06 ± 2,22 16,92 ± 1,98
48 12,76 ± 2,85 9,39 ± 0,83 7,50 ± 4,17 5,35 ± 0,60 15,77 ± 6,44
72 16,81 ± 10,45 6,60 ± 4,71 7,91 ± 4,95 4,77 ± 2,34 7,46 ± 0,88
a Siehe Tabelle A-21.





13 26 29 32 35
0 31,36 ± 0,98 30,19 ± 0,19 30,19 ± 0,19 30,19 ± 0,19 30,19 ± 0,19
1 134,28 ± 11,45 51,73 ± 5,95 42,06 ± 3,65 53,17 ± 11,63 45,46 ± 20,62
2 43,50 ± 4,54 43,83 ± 4,01 54,19 ± 3,13 109,69 ± 2,27 54,71 ± 3,50
4 32,52 ± 2,14 55,54 ± 5,32 103,23 ± 34,38 28,42 ± 2,65 54,70 ± 24,03
6 67,50 ± 3,07 56,88 ± 9,49 91,18 ± 5,74 47,23 ± 17,44 49,39 ± 13,17
8 31,96 ± 1,34 51,28 ± 17,67 89,63 ± 19,55 51,64 ± 5,09 65,59 ± 13,56
18 182,01 ± 39,17 31,93 ± 4,84 51,07 ± 20,29 35,73 ± 5,35 54,83 ± 2,87
24 198,83 ± 20,93 131,15 ± 34,14 67,14 ± 17,50 52,05 ± 19,20 77,38 ± 18,17
48 124,16 ± 32,77 107,95 ± 15,50 162,68 ± 6,69 64,71 ± 29,17 112,12 ± 20,81
72 115,11 ± 35,31 48,70 ± 7,46 59,27 ± 3,87 54,44 ± 24,05 40,89 ± 16,75
a Calciumkonzentration  [nM]  in mit  den  Testsubstanzen  behandelten  Zellen  unter  Verwendung  des 
Fluoreszenzfarbstoffs  Fura-2  mithilfe  der  Grynkiewicz-Gleichung  {2}  bestimmt.  Die  Werte  repräsentieren  die 
Mittelwerte ± Standardabweichungen von drei unabhängigen Experimenten.
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Abbildung  A-5: Durchflusszytometrische  Analyse  Propidiumiodid-gefärbter,  unbehandelter  HL-60-Zellen  bzw. 
Propidiumiodid-gefärbter 518A2-Zellen nach 6- bzw. 24-stündiger Behandlung mit Doxorubicin (13, B) und seinen 
Derivaten 26 (C) und 35 (D) (je 5 µM, Kontrolle = A):  Histogramme (FL3-H / Events) für die diskriminierten Zellen 
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 9.5 Apoptose: Thymochinon (17) und seine Derivate
Tabelle A-22: Relative bax-, bcl-2- und bax / bcl-2-mRNA-Konzentrationa in 518A2 und HL-60-Zellen nach 24 h 




bax bcl-2 bax / bcl-2 bax bcl-2 bax / bcl-2
17 0,300 0,164 1,835 0,022 0,022 1,007
47 0,259 0,056 4,663 6,457 35,479 1,182
70 0,283 0,065 4,357 1,203 0,146 8,256
72 0,365 0,151 2,413 1,310 0,114 11,492
a Siehe Tabelle A-24. 
Tabelle A-23: Relative bax-, bcl-2- und bax / bcl-2-mRNA-Konzentrationa in 518A2- und HL-60-Zellen nach 48 h 




bax bcl-2 bax / bcl-2 bax bcl-2 bax / bcl-2
17 0,631 0,524 1,205 1248,414 250,444 4,985
47 0,339 0,029 11,626 0,752 0,684 1,099
70 0,182 0,137 1,328 2,254 0,359 6,280
72 0,644 0,593 1,085 2,047 0,039 52,996
a Siehe Tabelle A-24. 
Tabelle A-24: Relative bax-, bcl-2- und bax / bcl-2-mRNA-Konzentrationa in 518A2- und HL-60-Zellen nach 72 h 




bax bcl-2 bax / bcl-2 bax bcl-2 bax / bcl-2
17 0,662 0,445 1,485 1,504 0,115 13,090
47 0,157 0,244 0,650 43,115 43,097 1,000
70 0,580 0,261 2,220 2,125 2,090 1,016
72 0,564 0,244 2,310 1,599 2,196 0,728
a  Relative mRNA-Konzentration ermittelt aus quantitativen  real time-PCR-Analysen, auf das Haushaltsgen der 
GAPDH normiert (Kontrolle = 1).
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17 47 70 72










1 32,41 ± 10,79 22,64 ± 3,85 41,68 ± 16,26
2 24,10 ± 4,31 18,60 ± 13,21 49,74 ± 2,97
4 32,28 ± 17,76 24,01 ± 2,65 16,17 ± 9,39
6 27,43 ± 6,56 14,26 ± 2,93 21,68 ± 10,01
8 23,50 ± 4,71 26,79 ± 9,68 36,01 ± 22,88
18 39,15 ± 0,14 28,37 ± 6,31 27,55 ± 6,94
24 32,83 ± 10,77 26,97 ± 2,87 34,32 ± 8,40
48 30,01 ± 8,08 55,63 ± 12,78 54,04 ± 2,99
72 32,93 ± 15,04 40,83 ± 7,46 18,95 ± 2,67
a Siehe Tabelle A-26.





17 47 70 72










1 28,42 ± 4,56 33,72 ± 6,75 4,26 ± 3,57
2 36,56 ± 10,32 42,54 ± 2,70 16,73 ± 4,73
4 52,16 ± 6,12 41,61 ± 10,13 15,83 ± 1,96
6 58,49 ± 10,27 29,03 ± 4,06 31,07 ± 7,78
8 52,21 ± 7,25 33,38 ± 7,15 39,14 ± 15,99
18 50,54 ± 4,75 31,65 ± 1,54 19,86 ± 8,63
24 41,59 ± 11,64 23,87 ± 10,92 22,14 ± 14,74
48 289,72 ± 31,90 583,85 ± 15,85 430,18 ± 26,90
72 749,90 ± 27,19 749,90 ± 28,26 71,59 ± 13,04
a  Calciumkonzentration  [nM]  in mit  den  Testsubstanzen  behandelten  Zellen  unter  Verwendung  des 
Fluoreszenzfarbstoffs  Fura-2  mithilfe  der  Grynkiewicz-Gleichung  {2}  bestimmt.  Die  Werte  repräsentieren  die 
Mittelwerte ± Standardabweichungen von drei unabhängigen Experimenten.
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Abbildung  A-6: Durchflusszytometrische  Analyse  Propidiumiodid-gefärbter,  unbehandelter  HL-60-Zellen  bzw. 
Propidiumiodid-gefärbter  518A2-Zellen  nach  6-  bzw.  24-stündiger  Behandlung  mit  Thymochinon  (17,  B)  und 
seinen Derivaten  47 (C),  70 (D) und  72 (E) (je 5 µM, Kontrolle = A):  Histogramme (FL3-H / Events) für die 
diskriminierten Zellen (Dubletten-Diskriminierung) mit M1 = SubG1, M2 = G1/G0, M3 = G2/M.
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17* 46 47 70 95*
Plk1 ~ 1 µM 79,0 ± 18,7 µM 6,7 ± 0,4 µM 17,2 ± 3,3 µM 4,8 ± 1,3 µM
Plk2  ~ 2 µM 9,4 ± 0,9 µM 2,3 ± 0,1 µM 5,9 ± 0,4 µM 18,7 ± 1,8 µM
Plk3 ~ 25 µM 44,5 ± 5,0 µM 10,2 ± 0,7 µM 18,0 ± 2,0 µM 53,9 ± 8,5 µM
Chk2 ~ 4 µM - 31,7 ± 2,2 µM - ~ 20%
Pin1 ~ 30 µM - ~ 10% 79,2 ± 3,3 µM ~ 10%
Stat1 ~ 40% - ~ 45% ~ 18% ~ 20%
Stat3 ~ 10 µM ~ 20% ~ 45% ~ 50% ~ 20%
Stat5b ~ 15% - - ~ 15% ~ 10%
Lck ~ 40% ~ 30% ~ 45% ~ 40% ~ 10%
a Angabe als IC50-Werte [µM] bzw. bei IC50 > 100 µM als prozentuale Inhibierung [%] im Bindungs-Assay (AG um 
Dr.  Thorsten  Berg,  MPI  für  Biochemie,  Martinsried).  Die  Werte  repräsentieren  die  Mittelwerte  ± 
Standardabweichungen von zwei unabhängigen Experimenten.
* aus [175] entnommen.
 9.6 Apoptose: Doxorubicin (13) und Thymochinon (17)
Tabelle A-28: Relative bax-, bcl-2- und bax / bcl-2-mRNA-Konzentrationa in 518A2- und HL-60-Zellen nach der 




6 h 18 h
bax bcl-2 bax / bcl-2 bax bcl-2 bax / bcl-2
518A2
13 + 17 0,306 0,187 1,630 5,943 13,862 0,425
17 0,309 0,243 1,270 5,493 1,406 3,905
HL-60
13 + 17 0,841 21,129 0,090 0,278 0,650 0,670
17 0,807 8,666 0,040 0,597 0,896 0,430
a  Relative mRNA-Konzentration ermittelt  aus quantitativen  real time-PCR-Analysen, auf das Haushaltsgen der 
GAPDH normiert (Kontrolle = 1).
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Tabelle  A-29:  Ca2+-Konzentration  in  518A2-  bzw.  HL-60-Zellen  nach  der  Inkubation  mit  einer  äquimolaren 















1 26,97 ± 9,20
2 16,00 ± 9,92
4 29,02 ± 2,84
6 10,20 ± 5,91
8 30,18 ± 12,76
18 9,43 ± 3,43
24 9,15 ± 1,90
48 6,91 ± 4,20
72 6,37 ± 3,37
a  Calciumkonzentration  [nM]  in  mit  den  Testsubstanzen  behandelten  Zellen  unter  Verwendung  des 
Fluoreszenzfarbstoffs  Fura-2  mithilfe  der  Grynkiewicz-Gleichung  {2}  bestimmt.  Die  Werte  repräsentieren  die 
Mittelwerte ± Standardabweichungen von drei unabhängigen Experimenten.
Abbildung  A-7: Durchflusszytometrische  Analyse  Propidiumiodid-gefärbter,  unbehandelter  HL-60-Zellen  bzw. 
Propidiumiodid-gefärbter 518A2-Zellen nach 6- bzw. 24-stündiger Behandlung mit einer äquimolaren Mischung 
aus  13 und  17 (B)  (je  5  µM,  Kontrolle  =  A):  Histogramme (FL3-H  /  Events)  für  die  diskriminierten  Zellen 
(Dubletten-Diskriminierung) mit M1 = SubG1, M2 = G1/G0, M3 = G2/M.
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 9.7 ROS-Produktion: Doxorubicin (13) und seine Derivate 
Tabelle A-30: Prozentualer Anteil vitaler 518A2-, HL-60- und HT-29-Zellen nach der Inkubation mit ausgewählten 
Doxorubicin-Derivaten  (5  µM)  bei  gleichzeitiger  Verwendung  des  Radikalfängers  NAC (50  mM,  24  h  zuvor 
zugegeben).
Testsubstanz
Anteil vitaler Zellen [%]a
518A2 HL-60 HT-29
13 12,12 ± 3,25 11,56 ± 2,25 1,67 ± 0,25
26 7,26 ± 1,23 13,21 ± 3,69 1,43 ± 0,69
29 12,63 ± 2,30 11,09 ± 2,96 1,37 ± 0,55
32 10,52 ± 3,21 12,59 ± 1,75 0,90 ± 0,23
35 10,06 ± 1,33 8,20 ± 0,79 0,66 ± 0,11
a Prozentuale Absorption mit den Testsubstanzen behandelter Zellen unter Verwendung des Radikalfängers NAC 
verglichen  mit  behandelten  Zellen  ohne  Zugabe  von  NAC  (1%)  mittels  MTT-Test  bestimmt.  Die  Werte 
repräsentieren die Mittelwerte ± Standardabweichungen von drei unabhängigen Experimenten.
Tabelle  A-31:  IC50-Werte  [µM]a ausgewählter  Doxorubicin-Derivate  gegen  518A2-Zellen  bei  gleichzeitiger 
Inhibierung redox-sensitiver Kinasen.
Testsubstanz
IC50 (72 h) [µM]a
+518A2 ++518A2 +++518A2 ++++518A2
13 0,08 ± 0,03 0,20 ± 0,09 0,09 ± 0,03 0,30 ± 0,14
26 0,23 ± 0,14 0,45 ± 0,27 0,19 ± 0,01 0,62 ± 0,36
29 0,25 ± 0,15 0,72 ± 0,21 0,63 ± 0,09 0,64 ± 0,28
32 2,02 ± 0,78 7,90 ± 0,51 1,81 ± 0,13 1,45 ± 0,75
35 0,78 ± 0,49 0,88 ± 0,03 0,55 ± 0,22 1,17 ± 0,75
a Siehe Tabelle A-33.
Tabelle  A-32: IC50-Werte  [µM]a ausgewählter  Doxorubicin-Derivate  gegen  HL-60-Zellen  bei  gleichzeitiger 
Inhibierung redox-sensitiver Kinasen.
Testsubstanz
IC50 (72 h) [µM]a
+HL-60 ++HL-60 +++HL-60 ++++HL-60
13 0,01 ± 0,003 0,09 ± 0,06 0,06 ± 0,03 1,72 ± 0,72
26 0,03 ± 0,02 0,05 ± 0,03 0,13 ± 0,01 0,66 ± 0,34
29 0,06 ± 0,01 0,04 ± 0,01 1,20 ± 0,78 4,09 ± 3,07
32 0,31 ± 0,10 1,28 ± 0,84 0,06 ± 0,04 3,26 ± 0,93
35 0,33 ± 0,12 0,03 ± 0,01 0,16 ± 0,05 3,08 ± 2,17
a Siehe Tabelle A-33.
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Tabelle  A-33:  IC50-Werte  [µM]a ausgewählter  Doxorubicin-Derivate  gegen  HT-29-Zellen  bei  gleichzeitiger 
Inhibierung redox-sensitiver Kinasen.
Testsubstanz
IC50 (72 h) [µM]a
+HT-29 ++HT-29 +++HT-29 ++++HT-29
13 0,23 ± 0,17 0,49 ± 0,21 0,32 ± 0,22 0,65 ± 0,22
26 0,09 ± 0,04 0,15 ± 0,09 0,11 ± 0,05 0,42 ± 0,24
29 0,79 ± 0,14 2,89 ± 1,70 1,22 ± 0,42 0,68 ± 0,03
32 1,84 ± 0,99 0,94 ± 0,42 1,66 ± 0,95 0,71 ± 0,05
35 0,21 ± 0,08 1,12 ± 0,20 1,11 ± 0,57 0,95 ± 0,00 
a IC50-Werte erhalten aus den Konzentrations-Reaktions-Kurven nach Behandlung der Zellen mit den Substanzen 
durch die Messung der prozentualen Absorption lebender Zellen relativ zu unbehandelten Zellen mittels MTT-
Test. Die Werte repräsentieren die Mittelwerte ± Standardabweichungen von fünf unabhängigen Experimenten.
+ 50 µM PD 98059 zur Inhibierung der ERK 1,5 h vor der Zugabe der Testsubstanzen verabreicht.
++ 20 µM SP 600125 zur Inhibierung der JNK 1,5 h vor der Zugabe der Testsubstanzen verabreicht.
+++ 10 µM SB 202190 zur Inhibierung der p38-MAPK 1,5 h vor der Zugabe der Testsubstanzen verabreicht.
++++ 50 nM PKC 412 zur Inhibierung der PKC 1,5 h vor der Zugabe der Testsubstanzen verabreicht.
 9.8 ROS-Produktion: Thymochinon (17) und seine Derivate 
Tabelle A-34: Prozentualer Anteil vitaler 518A2-, HL-60- und HT-29-Zellen nach der Inkubation mit ausgewählten 
Thymochinon-Derivaten (5 µM) bei gleichzeitiger Verwendung des Radikalfängers NAC (50 mM, 24 h vorher 
zugegeben.
Testsubstanz
Anteil vitaler Zellen [%]a
518A2 HL-60 HT-29
17 2,18 ± 0,32 0,63 ± 0,06 0,89 ± 0,26
47 1,15 ± 0,25 1,13 ± 0,31 1,15 ± 0,14
70 1,92 ± 0,96 2,14 ± 0,14 4,45 ± 0,23
72 1,26 ± 0,13 8,89 ± 0,22 1,14 ± 0,36
73 1,19 ± 0,24 0,62 ± 0,07 1,01 ± 0,29
74 2,37 ± 1,35 9,41 ± 0,45 1,81 ± 1,02
75 1,80 ± 0,54 6,52 ± 0,85 1,39 ± 3,42
a Siehe Tabelle A-35.
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Tabelle A-35: Prozentualer Anteil vitaler 518A2-, HL-60- und HT-29-Zellen nach der Inkubation mit ausgewählten 
Thymochinon-Derivaten (50 µM) bei gleichzeitiger Verwendung des Radikalfängers NAC (50 mM, 24 h vorher 
zugegeben.
Testsubstanz
Anteil vitaler Zellen [%]a
518A2 HL-60 HT-29
17 11,3 ± 3,35 3,61 ± 0,58 4,25 ± 0,18
47 5,95 ± 2,12 14,35 ± 4,46 1,22 ± 0,39
70 2,48 ± 0,96 3,41 ± 0,39 0,98 ± 0,18
72 0,95 ± 0,21 6,79 ± 0,78 1,92 ± 0,27
73 1,89 ± 0,36 0,93 ± 0,12 1,06 ± 0,38
74 16,75 ± 1,67 1,69 ± 0,57 2,49 ± 1,59
75 1,54 ± 0,78 6,85 ± 0,16 1,66 ± 0,44
a Prozentuale Absorption mit den Testsubstanzen behandelter Zellen unter Verwendung des Radikalfängers NAC 
verglichen  mit  behandelten  Zellen  ohne  Zugabe  von  NAC  (1%)  mittels  MTT-Test  bestimmt.  Die  Werte 
repräsentieren die Mittelwerte ± Standardabweichungen von drei unabhängigen Experimenten.
Tabelle  A-36:  IC50-Werte  [µM]a ausgewählter  Thymochinon-Derivate  gegen  518A2-Zellen  bei  gleichzeitiger 
Inhibierung redox-sensitiver Kinasen.
Testsubstanz
IC50 (72 h) [µM]a
+518A2 ++518A2 +++518A2 ++++518A2
17 31,30 ± 0,68 12,91 ± 2,39 23,01 ± 5,72 31,03 ± 0,25
47 0,47 ± 0,22 0,65 ± 0,09 0,35 ± 0,04 0,56 ± 0,28
70 1,47 ± 0,62 0,70 ± 0,11 0,88 ± 0,22 0,79 ± 0,05
72 93,64 ± 1,89 2,98 ± 0,90 27,24 ± 5,09 13,51 ± 6,73
a Siehe Tabelle A-38.
Tabelle  A-37: IC50-Werte  [µM]a ausgewählter  Thymochinon-Derivate  gegen  HL-60-Zellen  bei  gleichzeitiger 
Inhibierung redox-sensitiver Kinasen.
Testsubstanz
IC50 (72 h) [µM]a
+HL-60 ++HL-60 +++HL-60 ++++HL-60
17 62,00 ± 3,25 60,58 ± 39,42 18,84 ± 10,61 73,15 ± 37,97
47 1,41 ± 0,41 5,17 ± 3,53 17,26 ± 0,95 17,89 ± 7,84
70 2,00 ± 0,02 12,55 ± 1,32 1,86 ± 0,20 88,18 ± 11,82
72 2,49 ± 0,96 6,07 ± 1,77 0,39 ± 0,09 > 100
a Siehe Tabelle A-38.
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Tabelle  A-38:  IC50-Werte  [µM]a ausgewählter  Thymochinon-Derivate  gegen  HT-29-Zellen  bei  gleichzeitiger 
Inhibierung redox-sensitiver Kinasen.
Testsubstanz
IC50 (72 h) [µM]a
+HT-29 ++HT-29 +++HT-29 ++++HT-29
17 27.40 ± 11.21 15.88 ± 2.65 41.53 ± 11.68 > 100
47 6.09 ± 2.15 0.11 ± 0.06 4.43 ± 1.42 72,72 ± 27,23
70 0.03 ± 0.01 0.17 ± 0.07 0.50 ± 0.09 4,9 ± 1,26
72 0.51 ± 0.03 1.03 ± 0.76 0.82 ± 0.31 5,30 ± 0,37
a IC50-Werte erhalten aus den Konzentrations-Reaktions-Kurven nach Behandlung der Zellen mit den Substanzen 
durch die Messung der prozentualen Absorption lebender Zellen relativ zu unbehandelten Zellen mittels MTT-
Test. Die Werte repräsentieren die Mittelwerte ± Standardabweichungen von fünf unabhängigen Experimenten.
+ 50 µM PD 98059 zur Inhibierung der ERK 1,5 h vor der Zugabe der Testsubstanzen verabreicht.
++ 20 µM SP 600125 zur Inhibierung der JNK 1,5 h vor der Zugabe der Testsubstanzen verabreicht.
+++ 10 µM SB 202190 zur Inhibierung der p38-MAPK 1,5 h vor der Zugabe der Testsubstanzen verabreicht.
++++ 50 nM PKC 412 zur Inhibierung der PKC 1,5 h vor der Zugabe der Testsubstanzen verabreicht.
 9.9 ROS-Produktion: Doxorubicin (13) und Thymochinon (17)
Tabelle  A-39:  Prozentualer  Anteil  vitaler  518A2-,  HL-60-  und  HT-29-Zellen  nach  der  Inkubation  mit  einer 
äquimolaren Mischung aus 13 und 17 (je 5 µM) mit und ohne gleichzeitige Verwendung des Radikalfängers NAC 
(50 mM, 24 h zuvor zugegeben.
Testsubstanz
Anteil vitaler Zellen [%]a
518A2 HL-60 HT-29
13 + 17 8,74 ± 1,56 11,14 ± 3,68 1,09 ± 0,39
a  Prozentuale  Absorption  behandelter  relativ  zu  unbehandelten  Zellen mittels  MTT-Test  bestimmt.  Die  Werte 
repräsentieren die Mittelwerte ± Standardabweichungen von drei unabhängigen Experimenten.
Tabelle A-40: IC50-Werte [µM]a einer äquimolaren Mischung aus  13 und  17 gegen 518A2-, HL-60- und HT-29-
Zellen bei gleichzeitiger Inhibierung redox-sensitiver Kinasen.
Zelllinie
13 + 17, IC50 (72 h) [µM]a
+ ++ +++ ++++
518A2 0,45 ± 0,29 0,45 ± 0,25 0,40 ± 0,06 0,48 ± 0,18
HL-60 0,02 ± 0,01 0,05 ± 0,04 0,04 ± 0,03 8,59 ± 0,38
HT-29 0,46 ± 0,23 1,03 ± 0,46 0,98 ± 0,55 1,09 ± 0,16
a IC50-Werte erhalten aus den Konzentrations-Reaktions-Kurven nach Behandlung der Zellen mit den Substanzen 
durch die Messung der prozentualen Absorption lebender Zellen relativ zu unbehandelten Zellen mittels MTT-
Test. Die Werte repräsentieren die Mittelwerte ± Standardabweichungen von fünf unabhängigen Experimenten.
+ 50 µM PD 98059 zur Inhibierung der ERK 1,5 h vor der Zugabe der Testsubstanzen verabreicht.
++ 20 µM SP 600125 zur Inhibierung der JNK 1,5 h vor der Zugabe der Testsubstanzen verabreicht.
+++ 10 µM SB 202190 zur Inhibierung der p38-MAPK 1,5 h vor der Zugabe der Testsubstanzen verabreicht.
++++ 50 nM PKC 412 zur Inhibierung der PKC 1,5 h vor der Zugabe der Testsubstanzen verabreicht.
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Tabelle A-41:  Beteiligung der Ceramide an der Wirksamkeit einer äquimolaren Mischung aus Doxorubicin (13) 
und Thymochinon (17) in den 518A2 Melanom-Zellen.
Testsubstanz
IC50 (72 h) [µM]a R (+/–)b
518A2 +518A2 ++518A2
+ 518A2  
518A2
++  518A2  
518A2
13 0,12 ± 0,04 0,10 ± 0.02 0,06 ± 0,05 0,8 0,5
13 + 17 0,33 ± 0,03 0,10 ± 0.01 0,42 ± 0,30 0,3 1,3
17 28,33 ± 9,17 18,08 ± 4.47 16,01 ± 0,52 0,6 0,7
a Siehe Tabelle A-42.
Tabelle A-42:  Beteiligung der Ceramide an der Wirksamkeit einer äquimolaren Mischung aus Doxorubicin (13) 
und Thymochinon (17) in den HL-60 Leukämie-Zellen.
Testsubstanz
IC50 (72 h) [µM]a R (+/–)b
HL-60 +HL-60 ++HL-60
+ HL-60  
HL-60
++  HL-60  
HL-60
13 0,08 ± 0,01 0,05 ± 0,03 0,93 ± 0,08 0,6 11,6
13 + 17 0,02 ± 0,01 0,01 ± 0,01 0,69 ± 0,17 0,5 34,5
17 27,81 ± 5,95 23,19 ± 1,09 27,52 ± 1,95 0,8 0,99
a  IC50-Werte erhalten nach 72-stündiger Behandlung der Zellen mittels MTT-Test. Die Werte repräsentieren die 
Mittelwerte ± Standardabweichungen von drei unabhängigen Experimenten.
b Der Faktor R (+/–) ergibt sich aus den Quotienten der IC50 (72 h)-Werte mit und ohne Inhibitorzugabe.
+ 1 µM Fumonisin B1 wurde zur Inhibierung der Ceramid-Synthase 24 h vor der Zugabe der Testsubstanzen 
verabreicht.
++  10 µM Chlorpromazin wurden zur Inhibierung der Sphingomyelinase 3 h vor der Zugabe der Testsubstanzen 
verabreicht.
 9.10 Zelluläre Aufnahme und Verteilung: Doxorubicin (13) und seine Derivate
Tabelle A-43:  Aufnahme (Influx) [%]a von Doxorubicin (13) und ausgewählten Derivaten in die 518A2-, HL-60-, 
HT-29-, KB-V1VBL- und MCF-7TOPO-Zellen nach einer 3-stündigen Inkubation (5 µM). 
Testsubstanz
Anteil vitaler Zellen [%]a
518A2 HL-60 HT-29 KB-V1VBL MCF-7TOPO
13 19,9 ± 6,4 14,5 ± 7,8 - - 7,2 ± 2,5
26 12,1 ± 6,0 14,0 ± 5,7 - 2,4 ± 1,0 23,7 ± 8,4
29 30,4 ± 1,5 19,3 ± 8,0 1,8 ± 1,2 - 2,4 ± 1,2
32 15,9 ± 6,5 13,3 ± 9,1 - - -
35 8,3 ± 1,3 30,6 ± 0,4 4,0 ± 3,1 - -
a Zelluläre Aufnahme der Testsubstanzen ermittelt mithilfe der intrinsischen Fluoreszenz (λExc = 485 / 20 nm,  λEm = 
590 / 20 nm) relativ zur unbehandelten Kontrolle (0%). Die Werte repräsentieren die Mittelwerte ± Standard-
abweichungen von zwei unabhängigen Experimenten. 
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Tabelle A-44: Ausschleusung (Efflux) [%]a Doxorubicin (13) und ausgewählten Derivaten aus 518A2-, HL-60-, HT-
29-, KB-V1VBL- und MCF-7TOPO-Zellen innerhalb von 3 h nach der Aufnahme. 
Testsubstanz
Anteil vitaler Zellen [%]a
518A2 HL-60 HT-29 KB-V1VBL MCF-7TOPO
13 - - - - -
26 0,3 ± 0,1 0,4 ± 0,1 - - 1,1 ± 0,0
29 0,3 ± 0,1 0,5 ± 0,1 - 1,4 ± 0,1 0,3 ± 0,1
32 0,3 ± 0,1 0,2 ± 0,0 - - -
35 0,4 ± 0,2 2,0 ± 1,4 4,3 ± 1,4 - 1,5 ± 0,8
a Zelluläre Wirkstoffausschleusung der Testsubstanzen ermittelt mithilfe der intrinsischen Fluoreszenz (λExc = 485 / 
20 nm,  λEm = 590 / 20 nm) relativ zur unbehandelten Kontrolle (0%). Die Werte repräsentieren die Mittelwerte ± 





A, mA Ampere, Milliampere
Ab, pAb, mAb Antikörper (antibody), polyklonaler Ab, monoklonaler Ab
ABC-Transporter ATP binding cassette-transporter
A.D.E.P.T. Antibody Directed Enzyme Prodrug Therapy
ADP, ATP Adenosindiphosphat, Adenosintriphosphat
AP „Alkalische Phosphatase“-Puffer
AP-T AP-Puffer mit Tween
Bax Bcl-2-associated X protein
Bcl-2 B-cell lymphoma protein 
BCRP breast cancer resistance protein
BH1-4 Bcl-2 homology
Bid, tBid BH3 interacting domain death agonist, truncated Bid
Bidest doppelt destilliertes Wasser
bp, kb Basenpaare, Kilobasen
BSA bovine serum albumin
bzw. beziehungsweise
CAD caspase activated DNAse
cDNA komplementäre DNA (complementary, copy)
COLC Colchicin
CS Ceramidsynthase
Da, kDa Dalton, Kilodalton
DAPI 4′,6-Diamidino-2-phenylindol
DD death domain









DNA Desoxyribonukleinsäure (deoxyribonucleic acid)
DOX Doxorubicin
DSMZ Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
DTT Dithiothreitol
ECL enhanced chemiluminescence 
EDTA Ethylendiamintetraessigsäure (ethylenediaminetetraacetic acid)
EMEM Eagle's Minimum Essential Medium 
ER Endoplasmatisches Reticulum
ERK extracellular signal-regulated kinase
et al. und andere (et alii)
EtOH Ethanol
FACS fluorescence activated cell sorting
FADD fas-associated protein with death domain
FasL Fas-Ligand
FBS fetales Kälberserum (fetal bovine serum)
FSC forward scatter
FITC Fluoresceinisothiocyanat
FLICE FADD-like interleukin-1 beta converting enzyme
FLIP FLICE inhibitory protein
g, mg, µg Gramm, Milligramm, Mikrogramm
GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
GSH Glutathion
h, min, sec Stunde, Minute, Sekunde
HEPES 4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonsäure
HRP horseradish peroxidase
ICAD inhibitor of CAD
IC50 mittlere inhibierende Konzentration (inhibitory concentration)
JC-1 (5,5´-6,6´-Tetrachloro-1,1´-3,3´-tetraethylbenzimidazoylcarbo-
cyanin-Iodid








m, mm, µm, nm Meter, Millimeter, Mikrometer, Nanometer
M Molare Masse
M, mM, µM, nM molar, milli-molar, mikro-molar, nano-molar




MRP-1 multiple drug resistance protein 1







n.d. nicht bestimmt (not determined)
NTP, dNTP Nukleotidtriphosphat, Desoxyribonukleotidtriphosphat
PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese
PARP poly ADP ribose polymerase
PBS Phosphat-gepufferte Salzlösung (phosphate buffered saline)





RNA, mRNA Ribonukleinsäure (ribonucleic acid), messenger RNA
ROS reactive oxygen species
rpm Umdrehungen pro Minute (revolutions per minute)
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RPMI 1640 Roswell Park Memorial Institue
RT Raumtemperatur















TRADD TNFR-associated protein with death domain
TRAIL TNF related apoptosis-induced ligand
TUNEL terminale deoxytransferase-mediated dUTP nick end labelling
UDP, UTP Uridindiphosphat, Uridintriphosphat
UGT UDP-Glycosyltransferase
ü. N. über Nacht
V, mV Volt, Millivolt
v.a. vor allem
VBL Vinblastin
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Neben  Doxorubicin  (13)  und  Thymochinon  (17)  wurden  weitere  pharmakologisch 
interessante  natürliche  Chinone,  die  ebenfalls  von  Frau  Dr.  Sandra  Breyer 
synthetisiert wurden, auf ihre biologische Aktivität hin untersucht: Zum einen handelte 
es sich um Thespeson (95), ein Sesquiterpen der Familie der Mansonone, welches 
erstmals 1983 aus dem Portiabaum (Thespesia populnea), einem Malvengewächs, 
isoliert wurde (vgl. Abbildung A-1). Der Naturstoff (–)-Thespeson (95a) zeigt im MTT-
Test  anders  als  sein  Enantiomer  (+)-Thespeson  (95b)  oder  das  Racemat  (±)-
Thespeson  deutliche  Aktivität  an  verschiedenen  Krebszelllinien,  ohne  jedoch 
gesunde, nicht-maligne Fibroblasten (HF) zu beeinflussen.[187-188] 
Abbildung  A-1:  Strukturformeln  der  bioaktiven  Chinone  (-)-  Thespeson  (95a),  (+)-Thespeson  (95b),   7,8-
Dihydrox-1-methylnaphtho[2,3-c]-furan-4,9-dion (96a) und des Methylethers 96b.
Desweiteren wurde das Isofuranonaphthochinon 7,8-Dihydrox-1-methylnaphtho[2,3-
c]-furan-4,9-dion  (96a),  ein  Actinoplanes-Sekundärmetabolit,  mittels  MTT-Test 
untersucht.  Verbindung  (96a)  zeigte  jedoch  kaum  Aktivität  an  den  getesteten 
Zelllinien,  was  mit  dessen  siderophoren  Eigenschaften  (Komplexbildung  mit 
Metallen, vor allem Eisen) und einer resultierenden verminderten Aufnahme in die 
Zelle  erklärt  werden  konnte.  Der  Methylether  96b komplexierte  deutlich  weniger 
Eisen und war daher wirksamer im Zelltest.[189-190] Sowohl die Mansonone wie etwa 
das  Thespeson  (95)  als  auch  Isofuranonaphthochinone  stellen  interessante 
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Der Erfolg der antitumoraktiven Platinverbindung Cisplatin (97) steigert das Interesse 
an anderen Metallkomplexen wie etwa Ruthenium- oder Eisenverbindungen.[191-192] 
So  beschäftigt  sich  unsere  Arbeitsgruppe  u.a.  mit  der  Wirkoptimierung  von 
verschiedensten Naturstoffen durch die Einführung von Metallen (vgl. Abbildung A-2). 
Aus dem Pilz Omphalotus olearius kann ein potentes Sesquiterpen namens Illudin M 
(74)  gewonnen  werden  (Dipl.-Biol.  Sebastian  Knauer).  Leider  weist  74 aufgrund 
seiner  hohen  Toxizität  einen  eher  ungünstigen  TI  <  1  auf,  was  einen  möglichen 
Einsatz  als  Chemotherapeutikum  verhindert.  Um  die  Selektivität  von  74 für 
Krebszellen im Vergleich zu nicht-malignen Zellen zu steigern, wurden verschiedene 
Ferrocen-Ester  von  Dr.  Bernhard  Biersack  synthetisiert  und auf  ihre  Wirkung hin 
untersucht. Mit Erfolg, denn die Ester wiesen eine hohe Selektivität für Melanom-
Zellen auf.[72] Durch die Bildung des Eisen-Komplexes  98 (Dr. Alexander Gmeiner) 
konnte  TI  immerhin  auf  >  500  verbessert  werden.[193]  Eine  ähnliche  Wirkungs-
steigerung ergab sich aus der  Titanocen-Komplexierung von Schisadrol  A,  einem 
Bestandteil  des  Sternanisgewächses  Schisandra  chinensis,  zum  entsprechenden 
Methyltitanocen-Komplex 99 (Dr. Alexander Gmeiner).[194]
Abbildung A-2:  Strukturformeln der antitumoraktiven Platinverbindung Cisplatin (97) sowie der neuen Metall-
komplexe:  Illudin  M-Eisen-Komplex  (98)  und  Schisandroxy-(methyl)-Titanocen (99)  und  2´-Ethoxyestron-
Ruthenocen 100.
Weiterhin  wurden  Hormon-Ruthenocen-Komplexe  mit  antiproliferierenden  und 
antimestastasierenden Eigenschaften entwickelt  (Dipl.-Chem. Sebastian Seibt),  die 
zudem eine hohe Affinität zum Steroid-Transporter SHBG aufweisen (vgl. 100).[195] 
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Eine weitere interessante Gruppe von Naturstoffen, die innerhalb der Arbeitsgruppe 
optimiert werden, bilden die Combretastatine – bioaktive Bestandteile aus der Borke 
der südafrikanischen Buschweide (Combretum caffrum). Besonders Combretastatin 
A-4 (101, CA-4) besitzt neben antitumoralen auch vaskular-disruptive Eigenschaften 
und ist zudem in der Lage, die Tubulin-Polymeristation zu inhibieren.[196] Die klinische 
Anwendung  ist  aber  aufgrund  der  geringen  Wasserlöslichkeit  von  101 und  der 
Ausbildung  von  Resistenzen  limitiert,  weshalb  auch  hier  eine  chemische 
Funktionalisierung (Dr. Bernhard Biersack) notwendig war, um den therapeutischen 
Effekt zu verbessern. So wurde unter anderem das Oxazol-verbrückte Analogon 102 
synthetisiert,  welches  eine  deutliche  Aktivität  gegen  verschiedenste  Tumorzellen 
aufweist,  insbesondere  gegen  die  CA-4-resistenten  Kolonkarzinom-Zellen  HT-29 
(vgl. Abbildung A-3).[197] 
Abbildung A-3: Strukturformeln von Combretastatin A-4 (101) und seinen Derivaten 102 und 103. 
Eine bessere Wasserlöslichkeit mit gleichzeitiger Verbesserung der Wirksamkeit und 
der vaskular-disruptiven Eigenschaften konnte mit dem Imidazol-verbrückten Derivat 
103 erreicht werden (vgl. Abbildung A-3).[198]  
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